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略語表
CSF:colonystimulatingfactor
EGF;epidermalgrowthfactor
IGF:insulin-likegrpwthfactor
PDGF:platelet-derivedgrowthfactor
L BSA:bovineserumalbumin
cDNA:compLementaryDNA
EDTA:ethylenediaminetetraaceticacid
LTR:longte「minal「ePeat
PEG:polyethy上eneglycol6000
RSV:Roussarcomavirus
SDS:sodiumdodecylsulfate
発癌 遺伝 子(oncogene)は,慣習 的 に イタ リック(あ るい は下線 つ き文字)3文 字 で表 され
る 。 レ トロ ウイル スのv-oncに 対す る細胞 遺 伝子 はc-oncと 称 され る 。
本稿 で は,ラ ッ トのKi-ras(K-ras)は点 突 然変異 の有無 にか かわ らずc-・-Ki-rasと称 して
い る 。c-raf(-1)につ いて は 、rearrangementによ り活 性 化 して い る ものは,活 性化c-raf
(-1)として いるaretはrearrangementによ り活性 化 して い る融合 遺 伝子 につ い て命 名 され
た もの で,し か もこれ に対 応 す るv-oncは見 つ か って いな い 。この ためretのproto-type
を 墨proto-oncogene(ある いはproto一込韮)と して表 して い る 。 また,本 研 究で 見 いだ さ
れた活性 化型 はretと は5'側 の配列 が異 なる ためret-Uと称 して いる 。
、第1章 緒論
正常な細胞が癌化する機構 を解明す ることは,癌 の予防 ・治療 を考 える上でもまた生物学的
に も重要であ る。細胞の癌化が遺伝子上の何 らかの変異により引き起 こされ ることは,以 下 の
ような事実から予見されていた。すなわち,DNAに障害をあたえる化学物質や放射線により癌
化が起 こること,癌 化 した細胞の形質は細胞分裂後も維持 されること,癌 細胞に特異的な染色
体変化が見いだされること,遺伝性 の癌が存在すること,な どである。癌化の原因 となるよ う
な遺伝 子変化 をうける細胞染色体上の標的遺伝子"proto-oncogene"はレ トロウイルス と呼 ば
れるRNA型腫瘍 ウイルスの研究よ り見いだされた。
代表的なレ トロウイルスであるRous肉腫 ウイルスは,ニ ワ トリに急速に肉腫 を生ずるウイ
ルスと して1911年にRousによ り発見 された1)。1970年代になって温度感受性の変異株を用い
た解析 により,ウイルス中の遺伝子の機能が肉腫の誘発に必要であることが明らかにな った2)。
更に,発 癌性 を失った変異株 と野生株 の遺伝子構造を比較することにより,(v-)里と命名 さ
れたひ とつの遺伝子が,肉 腫 の発症に必要かつ十分な情報を持つことが判明 した3)。1976年に
Stehelinらによってこのv-srcと相同な遺伝子がニワ トリの正常細胞の染色体上に存在する
ことが報告 され4),次いで細胞染色体中の 鐘(C-src)は脊椎動物全般に存在することが証
明された5)。このc-srcが最初に発見されたproto-oncogeneである。花房 らは正常細胞中
のc-srcがレ トロウイルスに組み込 まれることにより活性化 し発癌能 を獲得することを示 し
た6)。C一鎚 に次いで種 々の発癌性 レ トロウイルスのV-q匹 に対応するC-g匹が見いだされ,
c-oncの質的 ・量的変化により細胞 が癌化す る可能性 が強 く示唆された7)。
実験的にc-oncの活性化(transforming能の獲得)を 検出で きる系 としてはNIH3T3細胞
を用いたDNAtransfectionassayが確立された8-1。)。NIH3T3細胞の増殖 はconfluentに
なると接触阻害を示すが,transformantは接触阻害 を示 さず重層 して増殖 するため,trans-
formedfociとして検出される。Transformantは形態的にもNIH3T3細胞 と異な り,ソ フ トア
ガー上で も生育 し(anchorageindependentgrowth),ヌー ドマウスに対 して造腫瘍性を示す。
従 って この系は,invitroでの癌化 をお こすような優性なtransforming遺伝子を直接 に検
出するもの と考えられる。1982年,種々の腫瘍細胞のDNA中 にtransforming遺伝子が存在
することが4つ のグループにより独立に発見 されたt1-14)。この遺伝子は,マ ウス肉腫 ウイル
ス(Ha-MuSV)中のoncogeneであるv-Ha一唖 に相同なproto-oncogene,c-Ha一墨 が点突
然変異 をおこしたものだった。
このような系の開発及びv一鎚,c-9堕 をプローブ として用 いた染色体DNAの 解析 により
潜在的 に発癌遺伝子"oncogene"とな りうると考 えられるproto-oncogeneとして50種 以上
1一
が見 いだ され てい るt5・16)。それ らは,1)v-oncに 対応 す るc-onc,皿)NIH3T3細胞 を用
い たDNAtransfectionassayで検 出 され たtransforming遺伝 子 のproto-type,皿)癌細
胞 で特 異的 な構 造異常 を示 す遺 伝子,IV)上 記 の遺 伝子 にhomologyのあ る遺 伝子,な どで
あ る。1～IVは 互 いに重複 してお り,た とえば前述 の よ うにv-Ha-rasに対応 す るc-Ha-ras
は,あ る種 の癌細 胞で は変 異 をお こ してお り,transfectionassayによ り活 性 化が検 出 され
る 。神経 芽細 胞腫 細胞 に おい て顕著 な遺 伝子増 幅 を示 すN一塑 はC-Ebl9にhomologyをもつ
遺 伝子 と して単 離同定 され た17)。この よ うにい くっ かの 系 に よ り共 通 に検 出 され る ことか ら
も,こ れ らのproto-oncogeneの変異 と癌 化 との 関連 が示 唆 され る。
Proto-oncogeneを,その コー ドして いる タ ンパ ク質 の構 造 及び細 胞 内局 在 か ら大 まかに分
け ると,以 下 の よ うにな る15・16)。
1)ras遺 伝子 群:N-,Ha-,Ki-rasなど。GTP結合 タンパ ク質 をコー ドす る18)。
2)Kinase遺伝子群19)
a)細 胞膜 に存在 す る と考 え られ るrecept。r型tyrosinekinase2。):c一塾B(EGF
receptor),c-erbB-2,c-fms(CSF-1receptor),retproto-oncogene2i・22)など。
b)そ れ以外 のtyrosinekinase:c-src,c-ablなど23)。
c)Serine/threon正nekinase:c¶os,c-raf24,25)など。
3)増 殖 因子:c一旦蛙(PDGFβchain)26),h延27)など。
4)核 タ ンパ ク をコー ドす る遺 伝子群:c-91X9,c一鎚,c-」 坦 な ど。c一鎚,c一 迦 の産物 は
転 写調 節 因子 と して働 く28)。
5)そ の他:た とえばangietensinのreceptorであるmas29)など 。
これ らの タ ンパ ク質 産物 の機 能 につ いては 不明 な点 も多 いが,い ず れ も細 胞 外 か らの増 殖 因
子 等 に よる刺 激 を核 内 に伝 え,最 終 的 にDNAの 複 製 や転写 を調 節 す る シグナル伝 達 系 の一 員
として 働 いて いる と考 えられ てい る30)。これ らの遺 伝子 の多 くは種 を こえて保存 されて い る
こ とが確 認 されてお り生体 の機 能 に不 可 欠な もの と考 えられ て いる 。 どの よ うな変 異 によ りこ
れ らのproto-oncogeneがtransforming活性 を獲 得 す るのか とい うこと を解 明す るこ とは,
細胞 の 生理機 能 ・増殖 制御 の メ カニ ズ ム を解 析 す る手掛 か りとな る。
本 研 究で は,ま ず実験 動物 癌 及 び大 腸癌 よ り抽 出 したDNAのtransfectionによ って検 出
され たtransforming遺伝子 をクロー ニ ング し,活 性 化 の メカ ニズ ムを検討 した 。 これ らの
transforming遺伝子 はそれ ぞれc-Ki一墨,c一 虹,墨proto-oncogeneに由来 す る もので あ
っ た。前述 の ように,正 常 細胞 で は これ らのprOtO-OnCOgeneは異な った細 胞 機能 を担 って い
る と推 定 され るが,そ の活 性 化の メカ ニズ ムに共通 点 が あるか どうかは興 味 深い 。
越Proto-oncogeneは,新しい ク ラスのreceptor型tyrosinekinaseをコー ドす る と考
一2一
(
えられ るが,そ の生理的機能は全 く知 られて いない。生理的機能 を解析する手掛か りを得るた
めにmRNAの発現の組織特異性 を調べ,更 にcDNAの構造について検討 を行 った。
L
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第2章1,8-dinitropyreneによ り誘 発 された ラ ッ ト線維 肉腫 に おけ る
活性 化c-Ki-rasの解析31)
第1節 序論
化学発癌実験は,発 癌過程 を人為的に操作することが可能であ り,発癌 のメカニズムを考 え
る上でモデル として有用であ る。実験動物癌 における癌遺伝子を調べ ることにより,あ る化学
物質が どのように細胞 を癌化 させるか ということを分子 レベルで解析 しようという試みもな さ
れてい る18'32)。
各種の環境変異原物質はマ ウス ・ラットに対 して発癌性を示す。デ ィーゼル排ガス等 に含 ま
れ る1,8-dinitropyrene(L8-DNP)は,皮下注射すると注射部位に線維肉腫を発生 させる33)。
この肉腫7例 のDNAについて,NIH3T3細胞 を用いたtransfectionassayを行った結果,
1例でc-Ki一逃 遺伝子が活性化 していることが判明 した34)。c-Ki一塑 はp21と呼ばれ る
GTP結合タンパ ク質をコー ドする遺伝子のひ とつで,ヒ ト及びマウスの癌において,exon1
のcodon12あるいはexon2のcodon61における点突然変異によって活性化されているこ
とが認 められている18・35・36)。本研究では遺伝子 クローニングによって,ラ ッ トc-Ki-ras
のexon1,2周辺の遺伝子構造 を解析 し,さ らに1,8-DNP誘発肉腫における活性化のメカニ
ズムを検討 した。
第2節 ラ ッ トc…Ki-rasのク ロー ニ ング
1,8-DNPによ り誘発 され た ラ ッ ト肉 腫7例 のDNAを 抽 出 し,NIH3T3細胞 にtransfectし
た結果4つ の 肉腫DNAか らそ れぞ れ1～3個 の一 次transformantが得 られ た。1つ の肉腫
(1,8…DNP2)より得 られた2個 の一 次transformantの一 方(1,8-DNP2-2)には ラ ッ ト由来
c-Ki一塑 配 列 が含 まれて い た。 さ らに,こ の1,8-DNP2-2のDNAをtransfectして得 られ
た7個 の二 次transformantのすべ て に ラッ トc-Ki-ras配列 が含 まれ てお り,Ki-rasが
1,8-DNP2にお け る優性 なtransforming遺伝子 で あ る と考 え られ た34)。
1,8-DNP2-2のDNAを制 限酵 素BamH正で 消化 し,v--Ki-rasの断片,H田i38037)をプ ロー ブ
と してSouthernblot解析 を行 うと,ラ ッ ト由来 の 配列 と して,約9kb,11kbの2本 の バ
ン ドが検 出 され た 。BamHI断片 を シ ョ糖 密度 勾配遠心 に よ り分画 し,こ れ らのバ ン ドに相 当 す
る2つ のDNA分 画 を精製 し,フ ァー ジペ ク ターEMBL3A38)のBamHIsiteに組 み 込 んで 部分
的 なgenomiclibraryを作製 した 。HiHi380によ りス クー リ ングを行 い,ラ ッ トc-Ki-・ras
を含 む と考 えられ る3つ の フ ァー ジ クロー ンを得 た。次 に これ らの クロー ンそれぞ れ か ら精 製
した フ ァージDNAをBamHIで 消化 し,挿 入断 片 の確 認 を行 った 。これ らの うち,ク ロー ン,
一4一
λDNP2-1からは,8.3kb,7,5kbの2つ のBamHI断 片 が得 られ た が,こ の うち8.3kb断
片 のみ がHiHi380と反応 した 。7.5kb断片 がKi-rasと関 連 のあ る配列で ある か ど うかは 不
明で あ る 。 またク ロ 一ーン,7LDNP2`2からはHiHi380と反応 す る10.5kb断片 が得 られ た。制
限酵素 地 図の作 製 を容易 に す るため,λDNP2-1の8.3kb断 片 及 び λDNP2-・2の10.5kb断
片 をプ ラス ミ ドベ クター(pSP64)を用 いて再 クロー ニ ング し,そ れ ぞ れか らプ ラス ミ ド,pD
NP2-1,pDNP2-2を得 た。
、 第3節pDNP2-1及 びpDNP2-・・2の構造
pDNP2-1及びpDNP2-2のinsertの制 限酵 素地 図 をFig.2-1に 示す 。斜線 を引 いて示 し
た部 分 はHiHi380とhybridizeする領 域 を示 す 。
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HiHi380はヒ トc-Ki-rasではexon1,2,3の そ れぞ れ と反応 す るので39'41),pDNP2-1
及 びpDNP2-2にお いてHiHi380と反 応 す る領域 が ラ ッ トの どのexonに 対応 す る かを調べ る
ために,以 下 の プロ ーブ を用 いた 。
Exon1を検 出す る ために は,HiHi380の5'端側の0.1kbSstl-HinfI断片 を用 い た。
Exon3の検 出 には,HiHi3(v-Ki-ras由来 でHiHi380より3'側 の領 域 も含む)37)の0 .2
kbXbaI-EcoRI断片 を用 い た 。 これ らのプ ロー ブ を用い た解 析 に よ り,pDNP2-1のO.5kb
-5一
EcoRI-Hind皿断片 がexon1を 含 み,pDNP2・-2の0.8kbEcoRI-BamHI断片 がex。n3を 含
む こと,従 ってpDNP2-2の1.7kbEcoRI断片 がexon2を 含 む こ とが 明 ら かにな った。更 に
exon2は1.7kbEcoR工断 片 中のO.5kbHaeI皿断片 に含 まれ るこ とが,断 片 のHae皿消 化 の
結 果 よ り確認 され た 。
第4節Exon1及 びexon2の 塩基 配 列
Exon1を含 む0.5kbEcoRI-Hind皿断片 及びexon2を 含 む0.5kbHae皿断片 をサ ブ ク
ローニ ング し塩基 配列 を決定 した。得 られ た塩基配 列 を ヒ トc-Ki一塑24。)及びv-Ki一墨42)
の配列 と比較 したの がFig.2-2で あ る 。Exonとintronの境界 は ヒ トと同 じで あ る と考 え
られ,コ ンセ ンサ ス配 列 のGT/AGル ール43)に従 って い た。
1,8-DNP2-2のラッ トc-Ki-ras塩基配 列 は ヒ トよ りもむ しろ ウイル スのKi一墨 に類 似 し
てい た。これ はV-Ki一墨 が ラ ッ トC-Ki一塑 に 由来 する ためで あ ろ う。一 方,コ ー ドす るア
ミノ酸 配 列で 比較 した場合 に は,1,8-DNP2-2Ki一墨 は ヒ トc-Ki一塑2とcodon12を 除 い
て同一 で あ った 。 この位 置 の ア ミノ酸 は ヒ トc-Ki-ras2ではglycineであ るのに 対 し1,8-
DNP2-・2ではcysteineであ っ た。
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Fiq.2-2.
Nucleoヒidesequencesandpredictedaminoacidsequencesof
exons1{a)and2(b)ofc-Ki-rasderivedfrom1,8-DNP2.
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正常 な ラ ッ トのKi-rasのcodonl2はglycineをコー ドす るGGTで あ り、 ヒ ト及 びマ ウ
ス44)のc-Ki-rasのcodon12の配 列 と一致 した45)。また正常 ラ ッ トの腎臓 及 び繍 維肉 腫
1,8-DNP2からDNAを分離 し,そ れ ぞれ に対 して01igonucleotidehybridization46)を行 って
もcodon12の配 列が 確認 で きた 。この場合 に プロー ブ と して はcodon12が91ycineであ
る正 常型12Gly(5'-GTTGGAGCTGGTGGCGTAG-3')とcysteineであ る変 異型12Cys(5'-GTTGG
AGCTTGTGGCGTAG-3')の2種を3 Pで標 識 したもの を用 いた 。 ラ ッ トDNAを 制 限酵 素EcoRI
とSacIで 二 重 消化す る と,c-Ki-rasのexon1を含む 断片 は約1,5kbと な る(Fig.2-3,
a)。ラ ッ ト腎 臓1,8-DNP2,1,8-DNP2-2の[tNAをこれ らの酵素 で 消化 した もの を アガ ロー ス
ゲルで電 気泳 動 に よ り分離 し,こ の ゲ ル を乾 燦 した後,上 述 の12Cys,i2Glyのプ ロー ブ と順
次反応 させ た 。
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andO.1告sodiu皿dodecyl
12Glyprobe .
12Glyは正常 ラ ッ ト腎臓 及 び1 ,8-DNP2のDNAとのみhybridizeした。一方,12Cysは
1,8-DNP2,1,8-DNP2-2のDNAとのみ 反応 した(Fig.2-3,b,c)。この結 果 よ りcodon12
は正常 ラ ッ トKi-rasではGGTで あ り,transformant1,8-DNP2-2ではGか らTへ の点突 然
変 異が 起 こ ってTGTに 変 わ って いる こ と,そ して この よ うな 変異が 線維 肉腫1,8-DNP2の
c--Ki-rasの一 方の対 立遺伝 子 に存在 す るこ とが確認 され た 。
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第5節 考察
ラ ッ ト線 維 肉腫1,8-DNP2でc-Ki-rasのGからTへ の点 突然 変異 が明 らかにな った 。この
結 果,Kiて墨 の産物 で あ るp21の12番 目の ア ミノ酸はglycineからcysteineへ変化 して
いる と考 え られ る 。同 じ点突 然 変異 は ヒ トの 各種癌組 織 及 び癌 細胞 株 で も検 出 され てお り,遺
伝子組 み換 えによ って も12番 目のcodonがcysteineであ るc-Ki-rasのtransforming活
性 は証 明 されて い る39・47》。従 って1,8-DNP2にお いて も点 突 然変異 に よ りc-Ki-rasが活 性
化 され,そ の こ とが癌細 胞 の増 殖 ・悪 性 化 に関与 して い る可 能性 があ る。
しか し,一 方 この活 性化 はL8-DNPに よ りラ ッ トに誘発 され る線 維 肉腫 に普遍 的 な もので
は ない 。Transfectionassayでラ ッ トc-Ki-rasを含む一 次transformantを生 じたの は7
例 の肉腫 の うち この1例 の み であ った 。Ki-ras遺伝 子は ヒ トの場合 全長 が40kb以 上 に及 ぶ
遺伝 子 なの で.遺 伝子 全体 がtransfectionによ り導 入 され る確 率が 低 い可能性 もあ る 。この
ためcodon12でのGGTか らTGTへ の点突 然変異 の有無 をoligonucleotidehybridization
に よ り検 討 したが,こ の よ うな変異 は1,8-DNP2以外 の腫瘍 で は認 め られ な か った 。以上 の 結
果 か ら,c-Ki-rasの活性 化は1,8-DNP誘発 肉腫 では稀 な ことで あ ろ う と考 えられ る。組 織 学
的 にはKi-rasが活性 化 され てい る癌 と他の癌 で差 は なか った。
実験 動 物癌 で はrasの 活性 化 が数多 く報 告 され てい る18)。この 中に はた とえばHa・-rasが
100%近く活性 化 されて い るよ うな例 もある48)。N-ras,Ki-ras,Ha-rasの活性 化 には,動 物
種 と化学発 癌剤 の組 み合 わせ,標 的臓 器,発 癌 の プ ロ トコール に よ り決 まった傾 向があ る18)。
墨 遺 伝 子 の変異 の メ カニ ズ ム,癌 化 へ の関 与 につい ては今 後 の解 析 が待 たれ る。一 方1,8-
DNPやヘ テロ サイ ク リック ア ミンで誘 発 され た癌 にお け るrasの 変 異 の頻 度 は解 析 され て い
る限 りで は比 較 的低 い49・50)。これ らの癌 で どの ような癌遺 伝子 が活性 化 してい る か とい うこ
と も興味 深 い 。
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第3章 ヒ ト活 性化c-raf-1の解析51》
第1節 序 論
大腸 癌 で活性 化 され て いる癌遺伝 子 を検 出 す る目的 で,約30症 例 の手術 摘出 組織 の癌部 及
び(対 照 と して)非 癌部 よ りDNAを 抽 出 し,N【H3T3細胞 を用 い てtransfectionassayを行
った 。その結 果rasの 活性 化 が8例 に認 め られ た52)。ras以外 の遺 伝 子の活 性化 が 示唆 され
る例 は6例 認 め られ,そ の うち2例 で はc-rafが活性 化 され てい る こ とが,そ の後 の解析 で
1判 明 した 。
c-rafはレ トロ ウイル スの癌遺 伝子 と して マ ウスの3611-MSV(v-raf),トリのMH2(v--mi1)
よ り最 初 に分 離 され た53・54)。v-rafはkinasedomainをもつ タ ンパ ク質 をコー ドしてお り
55'56),serine/threoninekinase活性 を もつ57)。対応 す る ヒ ト細 胞 中のc-raf-1は,少 な
くとも17個 のexonを 持 つ全 長50kb以 上 の遺伝子 で あ る24・25)。ヒ トで はpseudogeneで
あ るc-raf-2も同定 されて い る24}。
c-raf(-1)の活性 化 は ヒ トの各種癌58-6。》t及 び化学発 癌剤 で誘発 され た ラッ ト肝癌6エ'62)
のDNAのtransfectionによ り得 られ たtransformantで見 いだ され てい る 。今 回見 い ださ
れ た2例 の活 性 化rafに つ いて,遺 伝 子及 びcDNAの 構 造 を解析 し活性 化 のメ カニズ ム に共
通 点が あ るか ど うか を検討 した 。
第2節 一 次transformantにおけ るc-・raf-・1の活 性化
約30症 例 の大腸 癌 患者 の手術 時 に摘 出 され た大腸 癌及 び非 癌部大 腸粘 膜 のそ れぞれ よ り
DNAを抽 出 し,transfectionassayによ りNIH3T3細胞 に対 す るtransforming活性 を検 索
した。得 られ た一 次transformantのDNAをHind皿で消 化 し,v-rafのXhol-BstE∬断 片
(v-rafXB)53)をプ ロ ーブ としてSouthernblot解析 を行 った 。S状 結腸癌 の結 腸 間膜転移 の
DNA(2Cと記 号化)及 び別 の患 者 の非 癌部 大腸 粘膜 のDNA(7N)に よ りそれ ぞれ誘 発 され た2
つ のtransformant,2C-1,7N-1のDNA中に,6.9kb,3.6kb及び2.Okbの ヒ ト由来c-
raf-1配列 が 検出 され た。更 に2C-1DNA300μgに よ り24個 の,ま た7N-1DNA60μgに
よ り92個 の二 次transformantが誘 発 され,こ れ らに もヒ ト由来c-raf-1が含 まれて い た。
以上 の結 果 は,7N-1,2C-1がヒ ト活 性 化c-rafを含 んで い る こ とを示 す 。
第3節 活性 化c-raf-1の構 造
7N-1にお いて活性 化 して い る ヒ トc-raf-1をクローニ ング し構 造解析 を行 うため,コ ス ミ
ドベ ク ターpCVlO863)を用い てgenomiclibraryを作 製 した 。4xlO5クロー ンをv-1la:fLXB,
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及 びヒ ト由来 のAlu配 列 を検 出 す るプ ロー ブBLUR864)を用 いて ス ク リーニ ング し,両 方 と
hybridizeする11ク ロー ンを得 た。そ の うち,pCN4,pCN13の二 つ はNIH3T3細胞 に対 して
transforming活性 を示 し,そ れぞ れ1μgDNAあ た り121,176個のfociを 形成 した 。
共通 な領域 を もつ ク ロー ンpCN4,pCN13,pCN9より活性 化c-raf-1の制 限酵 素地 図 を作成
し,す で に報 告 のあ る正常c-raf-1の構 造24・25)及び我 々が ヒ トのgenomiclibrary65)より
得 たク ロー ン,λE2に 含 まれ る正常c-raf-1の構造 と比較 した(Fig・3-1)。
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Fig.3-1.
Sヒructureofactivatedc-raf-1andcomparisonbetweenrnapsof
activatedandnorrnalc-raf-1aroundrecombinat土onpoint.A:工nse=ヒs
ofcosmidc].enesisolatedfrorn7N-1DNA.Thetransforrningactivityof
eachcloneonN工H3T3cellsisshownontheright.B=S七ructureof
activat二edc-raf-1deducedfromover工appingcosmidclones.EcoR工(E)
andHind工1工(H)sitesweremappedforreg・ionsshownbyasolidline.
C=Enlarqementofregionssubclonedforfiurtheranalys土s.S,Sac:'P,
PstI;HcrHinc工 工;X,Xba工.S()1idboxesindicate工ocationofexons8-
10deducedfrornreference24,Locationsof5Tendofexon8and31
endefexon10wereconfirrc,edbynucleotidesequenceana工ysi5.Open
boxindicateslocationofalternativeexon(seeFig.3-4).Haヒched
boxindioat=espartofcodingregionofnon-rafqenecorrespondingto
first280bp。factivatedc-raf-1cDNA(Fig・3-4・B)・StipPledregi。n
indicatesHC-7,0.8kbHinc工 工一H土ndl工 工fragrnentofpl3,whichwasused
asaprobe.D=EcoR工andHind工 工工mapofCharon4AcloneλE2insert,
representingportionofnorrnalc-raf-1.
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7N-1由来 の活性 化c-raf-1は正常c-raf-1と5'側 の構造 が異 な って い たが,こ れ は
generearrange爬ntによ り上 流域 が他 の配 列 に置換 され た ため と考 え られ た 。更 にFig.3-
1,Cに 示 した4.2kbHind皿断片 の中 にrecombinationpointがあ る ことがわ か った 。この
4.2kbHind皿断 片(ク ロー ンp13)及 びc-raf-1由来の3.2kbHind皿断 片(ク ロー ンpE
2)の 構造 を詳細 に比較 した結 果,recombinationpointはp13の3'端よ り約800bp上 流
であ る こ とが わ かっ た。 これ はc-raf-1のexon7と8の 間 のintronの中であ る。後 述 の
よ うにrecombinationpointの5'側の配列 もヒ ト由来 であ った。
臨
第4節 組織DNA(2C,7N)のSouthernblot解析
c-rafのrecombinationを検 出 す るため にrecombinationpoint近傍 の0,8kbHincH-
Hind皿断 片(p13由 来)を プ ロー ブ と して,ヒ ト胎 盤,大 腸 癌患 者組 織,NIH3T3細胞,及 び
transfomantのDNAをPstI消化 したもの につ いてSouthernblot解析 を行 った。 ヒ ト胎
盤DNAで は,正 常c-raf-1断片 と して3.Okbの バ ン ドが検 出 され た(Fig.3-2,f)。これ
に対 してtransformant,7N-1のDNA中で は2.4kbの バ ン ドが 検 出 され,recombination
pointがこの断片 のな かに あ る ことを示 した 。患者 の癌部DNA(7C)及 び非 癌部DNA(7N)で
は正 常c-raf-1由来 のバ ン ドは検 出 され たが,融 合 遺伝 子 由来 のバ ン ドは露光 時間 を長 くし
て も検 出 されな か った 。
Transformant,2C-1の場合 には7.4kbの バ ン ドが検 出 され た。Exon8-10を含 む0.8kb
HineE-・Hind皿断片 は2C-1のDNAに 含 まれ るこ とがSouthernblot解析 に よ り確 認 され た
ので,2C-1の 場合 も7N-1と 同様 にexon7と8の 間 のintronでreco皿binationがお き
た結 果PstI断 片の サ イズが 変化 した と考 え られる 。 しか し,こ の融 合遺伝 子 由来 の7.4kb
PstI断片は 患者癌 組織DNA中 には検 出 され な か った 。以上 の結果 よ り,recombinationは
transfectionの過程 で起 きたartifactである可能性 が強 い と考 え られ るe
abcdefg
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第5節Recombinationpoint近傍 のDNA配 列
活性 化c一 虹 一1のrecombinationpoint近傍 のDNA配 列 を対応 す るc一虹 一1の配 列 と比
較 した(Fig.3-3)。Recombinationpointはexon8の約32bp上 流 に存在 した。 この近 傍
の特 徴的 な配 列 として はCTCCT/AGGAGとい うinvertedrepeatが正 常c一璽 一1に 含 まれ て
いた 。更 にc-Uaf-1のrecombinationpoint上流 の36bp配 列 に相 補的 な 配列 が,活 性化
c-raf-1のrecombinationpoint近傍 に逆 向 きに存在 した 。
　 　
Norma1--A丁CC丁CCTCCTCTTTTTTCCC丁CCCCCAGAGAAAATCTTTTGTGTGTAGGAGTTGACCAGCTTTCCTTTTCTGTTTCA
ACtlvdted--CCTTCT6i」6AAAGCへCCAAAAGATTTTCTCTGGGGGAGGGAAAAAAGAGGAGTTGACCAGCTTTCCTTTTCTGTT了CA
exon8
A
ATG AATT一噌
Fig.3-3.
Nucエe。tidesequences。fn。 ・ma!andacしivatedc-raf'-1a・ 。und
recorrLbinationpoint.Shortarrowsindicaヒeaninvertedrepeat二Long
arrowsshowcharacteristic土nvertedsequences.
第6節 活性 化c-raf-1cDNAのクローニ ング
7N-1及び コス ミ ドクロー ン(pCN4,pCN13)によ り誘発 され たtransformantよりtotal
RNAを抽 出 し,v-rafXBをブ ローブ としてnorthernblot解析 を行 った ところ,3.lkb及
び2。8kbのmRNAが 検 出 され た。3.1kbのmRNAはNIH3T3細胞 で 発現 してい る こ とよ りマ
ウスのc-raf由 来 で あ り,2.8kbのmRNAが 活性化 ヒ トc-raf-1由来で あ る。 これ ら2つ
のmRNAの 発現 レベ ルは ほぼ 同等で あ った 。活 性化c-raf-1のコー ドする タ ンパ ク質 の一 次
構 造 を解 析 す るた め,cDNAク ローニ ングを行 っ た。7N-1のpoly(A)+RNAよりGublerと
Hoffman66)の方 法 に基 づ いて 二重鎖cDNAを 作成 し,λgt10をベ クター と してcDNAlibrary
を得 た 。2×105の フ ァー ジプ ラー クの うち約160個 はv-rafXBとhybridizeした 。この う
ち30個 をク ロー ニ ング しDNAを 精製 した 。重複 した領 域 を もつ3つ の クロー ン,λC6,λC
23,λC25より,cDNAの制限 酵素 地 図 を作 成 した(Fig.3-4,A)。3つの クロー ンがカバ ー
す る領 域 は約2.6kbで,ほ ぼmRNAの 長 さに相 当 した 。その後 の解析 のた めに3つ のフ ァー
ジ クロー ンのinsertをプ ラス ミ ド(pGEM-2)にサブ ク ロー ニ ン グ した 。
第7節 活 性化c-raf一王cDNAの塩 基配 列及 び予想 され るア ミノ酸配 列
cDNAの全 長 にわ た って塩基 配 列 を解析 した結 果,cDNAの 最初 の568bpはc一 越 以外 の
配 列で あ り,569番 目以降 はc-raf・・1cDNAの3'側,遺 伝 子 のexon8か ら17に 相 当す る
配 列で あ る ことが判明 した。 このc-raf-1由来 の部 分 のcodingregionにはmutationは認
正2一
、
..F
め られ ず,活 性化c-raf-1
バ ク質 の相 当す る配列 であ る と予想 され た 。
の機 能 に必要 なkinasedomainが含 まれて い る
活性 化c-raf-1cDNAの配 列 は報 告 されて い るc-raf-IcDNAの配 列25)と3'noncoding
regionの4箇所 で異 なってお り,1689,2326。2385番目に お いてG ,2434番目に おいてTの
それ ぞ れ一 塩基 の挿 入 があ っ た。 この4箇 所 で の塩基 の挿 入 はpotymorphismによ る可能性 が
あ る。
A
タ ンパ ク質 のC末 端 側370ア ミノ酸 の配 列は 正常c-raf-1タン
この部分 には,serine/threoninekinaseとして
e
一
λC16
B
PvPvSlBgXPv
(日SS(E}
-
500bp
lO30507090
GRGGIC"巷GGf丁醗GG曾 響T野G[丁聾C讐CI菩1鴨CCI"響 。讐CG騨GTICCII騨禦CITG辛CGIτGl丁
G、CCC,GCTGG欄Cl聲CCτCCATGC,GG、GAC,88cGGG、㏄油,CG、 、熈 曲 、㏄G,C
TLしEKLムS醐 し[τ しR〔=RO6GL"RROGGL貞GS
1902102ヨ0250270
CG1「GCGCCGCATCCA6A㏄G6CCτGGGCGCTCTGハGTCGCA㏄CAC6AC凸CCACC轟㏄AムC昌C ITGG GCA㏄T㏄τGGCCAAG6CGG畠
りRRIOSGLG幽LSRSHDTτS閥TLAOLLムK凸 〔=
290310330350GCGCGTGAGCTC㏄
AC㏄CムAOGCCGCCC直AGA㏄㏄ ㏄㏄1㏄ ㏄CGC㏄轟GCCCAGG了㏄AGCGGCTGG轟GGCC轟ACCACGGGCTGCT
RVSSHムNム 自O[RムVRRムAOVORLεANHOLし
37〔}390410430450
GGTGGCGCGCGGGAAGCTCCACGTTC↑㏄TCTTCAA60AGGAGGGT6AAGTOCCム㏄CAGC㏄τ丁丁CCAGAAGGC血CCAGAGCCCTτGGO
VムRGKLHVLLFKEεGEVP貞SAFOK貞P〔PしG
4704ge510530
CCCGGCGGAOCAGTCCGAGCTGGGCCCAGハGCAGCT〔}GA{3GC〔=GAAGTTGGAGAGAGCTCG6ACGAGG《GCCGGT〔}GAGTCCAGGGCCC轟P
ADOsE=LGPにOLEムEVG[SSDEEPV〔ISRAO
550
GCGGCTGCGGeCK:ACCGGA了TGCAGAAG
F～LRRTGLOK
C
1030507090
GATTAGC丁GTGGGTGTCCCTATCAAACAGGGAAGGCAτ匠亘互k)T丁 ATTCT画TCT八TGTGGAATnTTAムTGITCTGATTTTAATGGAA
110
ACACTT下GTCACTTGGAAGAAAG
Fig.3-4.
Sヒruct=ureofactivatedc-raf-1cDNAobtainedfrorn7N・-1.A:cDNA
clonesrepresentinqactivatedc-raf-lcDNA.The113bpsequencefound
inc工oneλC23,butnotinλC25andλC6,isshownseparatedfro凧 ヒhe
col土nearline.工nthecompositerestrictionmaptt=heregionderived
f】=omhumanc-raf-1isindicatedbyaboldlinebeginningat
nucleotide569.Restrictionendonucleasesiヒes:PvrPvu工 工'S,Sacエ'
Sユ,Sal工;Bg,Bqll工'X,Xba工'(E},EcoR工 くderivedfro皿linker).B:
Nucleot二ide$equenceofヒhe5'termina↓568bpofactivatedc-raf-1
cDNAandputat二ivearninoacidse(pUencein-framewit二hヒhaヒofc-raf-1.
FirsヒATGisboxed,and16bpdirectrepeatindicatedbyarrows.C:
Nucleotidesequenceof1工3bpextraexonfoundincloneλC23.Two
stopcodonsin-frarnewithc-raf-1exonIOreadingframeareboxed.
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活性 化c一 虹 一1cDNAの5'側568bpの 塩基 配列 及 び予想 され る ア ミノ酸配列 をFig.3
-4,Bに 示 した。Readingframeはc-raf-1のframeと一致 して い る もの を示 してい る。 こ
のframeで のcodonutilizationはLatheらに よ り計 算 さ れた文献値67)とよ く一致 して い
る。最 も5'側 のATGが 開始codonで ある か ど うかは現在 の ところ不 明で あ り,上 流に 更 に
codingregionがあ る可 能性 もある 。
cDNA配列 の解析 の結 果 か ら,活 性 化c-raf-1では5'側 に融 合 した遺 伝子 と5'側 を欠 失
したc一匿 一1か ら,融 合mRNAが 転 写 され,融 合 タ ンパ ク質 が生成 されて い る と推定 され る 。
c-1空[-1タンパ ク質 のN末 端側 は,他 の遺伝 子 が コー ドす る タ ンパ ク質で 置換 され てい るわ け
だが,こ の上流 側 の遺 伝子,あ るいは タ ンパ ク質 は未知 の もので あ る 。核 酸及 び ア ミノ酸 レペ
ルでhomologyの高 い もの を検 索 した が,GENBANK及びNBRFの デー タバ ン クの いず れに も該
当す る ものは なか っ た。特 徴的 な配 列 として は,138番目及び159番 目の塩基 か ら始 まる16
bpのdirectrepeatが存 在 し,そ れ に伴 いArg-Gln-Gly-Gly-Leu-Alaとい うア ミノ酸 配 列
が2回 繰 り返 して い るこ とが挙 げ られ る 。上 流域 ア ミノ酸 配 列のhydrophilicityprofileを
検 討 したが68),signaIpeptideやtransmembranedomainとな り うるよ うな,疎 水 的領 域 は
認 め られ なか った 。
第8節1ntron10に お け るextraexonの存 在
cDNAクロー ンのひ とつ λC23ではexonIOとexonllの 境界 に113bpの 配 列(Fig.3
-4,C)が 挿 入 されて いた 。この113bpに は上流 のc一虹 のcodingregionとframeの一
致 す る2つ の停 止codonが存 在 したe従 って この配 列 を含 むmRNAは,kinasedomainを欠
く不完 全 なc-raf-1タンパ ク質 を コー ドす ると予 想 され る 。
Southernblot解析 の結 果,正 常c-raf-1クロ ー ン,λE2及 び活 性化c--raf・-1クロー ン,
pCN13のいずれ にお いて も,113bpの 配 列 はintronlOの1.2kbXbaI-SacI断片 の中 に
ある こ とが わ かっ た。 この領 域 のDNA配 列 を決定 す ることに よ り,113bp配 列 はexon10
の0.5kb下 流 にあ りそ の両 側 にはsplicingのコ ンセ ンサ ス配列 が存在 す るこ とが判 明 した。
この結 果 よ り,alternativesplicingによ りこの よ うな余分 なexonを 持 ったmRNAが 生 じ,
それか ら λC23が得 られ た可 能性 が示 され た 。 しか し,こ のexonを 含 むmRNAはnorthern
blot解析 で は検出で きず,非 常 に発 現 レベ ルが低 い もので あ る と推 定 され る。
第9節Rearrangementによ りc-Uafを活性 化す る配列 の多 様性
7N-1,2C-1の2つのtransformantのc-Utf-1では,前 述 の よ うにexon7と8の 間 の
intronでrecombinationがお こって いる 。 λC23の5'末 端 の0.5kbを プ ロー ブ として
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販Southernblot解析 に よ り,7N-1と2C-1でc-raf-1の上流 に融 合 した配 列 の異 同 を調べ た 。
Fig.3-5に示 す よ うに,Hincllで消化 した場 合,7N-1では,6.6kbと3.6kbの バ ン ドが
検 出 され たが,前 者 はNIH3T3細胞DNA中 で検 出 され るこ とよ りマ ウス由来で あ り,後 者 は
ヒ ト胎 盤DNA中 で検 出 され る こ とよ りヒ ト由来 であ る。2C-1ではマ ウス 由来 のバ ン ドしか検
出 され ず,2C-1と7N-1で はc-raf-1の上流 に融合 して いる配列 は異 な って いる と考 え られ
る。
化学 発癌剤 で誘発 され た ラ ッ ト肝 癌 のDNAのtransfectionによ り得 られ た活性 化 ラッ ト
c-raf69)の上 流 に融合 してい る配 列 と,7N-1,2C-1の上 流 の配列 との比較 も行 った。 ラッ ト
活性 化c一虹cDNAのrecombinationpoint上流 のcDNA断 片 は,2C-1,7N-1に含 まれ る活
性 化c-raf配 列の いず れ ともhybridizeしなか った。 ま たラ ッ ト活 性 化c-rafcDNAと7N
-1由 来cDNAの 上流 の配 列 には有意 なhomologyは認 め られ なか っ た。以上 の結果 か らこれ ら
3つ の活 性化c-rafは,い ず れ もintron7に おけ るrecombinationによ り活性 化 して い る
が,上 流 に融合 してい る配 列 は それぞ れ異 な って いる ことが示 され た。
Gbcd
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Fig「.3-5.
Differencesinsequence
recombinedwithc-raf-1intwo
prエmarytransforrnants.DNAswere
digestedwithHinc工 工,andarnixture
ofO.28kbEcoR工 一Sac工fragrnentand
O.22kbSac工fraqmen七 〇fλC23コ
insert,correspondj .ngtofirs-t530
nucleoヒidesofcDNA(seeFig .3-4)
wasusedasaprobe.Lanesa,7N一 工
DNA'b,2C-1DNA;c,humanplacenta
DNA;d,NIH3T3DNA.
第10節 考 察
Transformant7N-1の活性 化c一虹 一1遺 伝子 はgenerecombinationの結 果,5'側 がc-
raf-1以外 の配列 で置 換 され た融合遺 伝子 で あ り,融 合 タ ンパ ク質 を コー ドす る融 合mRNAを
転写 して いる こ とが判 明 した 。別のtransformant,2C-1でも同様 な メ カニ ズ ムでc-raf-1
の活性 化がお きてい る と考 えられ る。 しか し,こ のよ うなrecombinationはいずれ の場合 も
transfectionに用 い た患 者組織 のDNA中 に は検 出 され なか っ た。7N-1,2C-1がそれ ぞれ一
次transfectionで誘発 され た唯一 のtransfor皿antであ り,一 方,こ れ らtransformantの
DNAによ り多 くの二次transformantが誘発 され る結 果 か ら も,c-raf-1の活性 化 がtrans-
-15一
fectionの際 にinvitroで起 きた こ とが示 唆 され る。 ここで述 べ た3例 も含 め た5例 につ い
て活性 化c-rafの構 造 についてTabIe3-1に示 した。
Table3-1.S亡ructureofact二ivatedc-raf(一 工}
DNA Recombinaしion Upst二rea皿
sequence
Refe1=ence
Human
Sto皿achcancer
(hydrophob土c)
Glioblastomaline
Colonmucosa
Coloncancer
Raヒ
Hepa七 〇cel工ular
コcarcznorna
betweenexons
5and6
7and8★
7and8★
7and8★
7and8★
unknown70
1ipocortin工171
unknown
N、D.
unknown
(亡pr)
Thisst二udy
Thisstudy
69r72
N,D.=Notdet二ermined,★:recombinat=ioninducedduringtransfection
この うち,4例 でrecombinationはintron7でお きて お り,し か もtransfectionの過 程
で お きた もの と考 えられ る 。Recombinationの結 果,融 合 タ ンパ ク質 を コー ドす る融合mRNA
が 生成 して い る ことも,2C-1を除 く4例 で 証明 され てい る 。 ラッ ト活性 化c・-rafの5'側 の
配 列はmet癌 遺伝子 の5'側 に融 合 して い る[t112Eと命 名 され た配 列 と同一 で あ る ことが最 近
明 らか にな った72)。NIH3T3細胞 を用 いたtransfectionassayでc-rafのinvitroでの
rearrangementによ る活性 化 は比較的 高頻度 に検 出 され るが,そ の原 因 と して,1)c一 胆エ 遺
伝 子 の構造 上,generecombinationが起 きや すい,2)recombinationが活 性 化 に結 びつ く
確 率 が高 い,3)変 異 型c-raf産 物 のNIH3T3細胞 に対 す るtransforming活性 が強 い,と い
う要因 が考 え られ る 。
Generecombinationに関 与 して い る可能 性 のあ る配列 と して,ラ ッ トc-rafではCAGGAT
/ATCCTGとい うinvertedrepeatがrecombinationpoint近傍 に存 在 したが,ヒ トc-raf-
1で も この場所 にCTCCT/AGGAGとい うinvertedrepeatが存 在 した。 この よ うな配列 に よ り
特異的 な 二次 構造 が形成 され る可能 性 もある 。Recombinationがinvitroで起 きや すい ので
あ ればinvivoで も起 きてい る可能 性 があ るはず だ が,現 在 まで の ところinvivoで のc-
rafのrearrangementは見 いだ されて いな い 。
Tab!e3-1に示 す よ うに,上 流 に融 合 した配 列 には何 ら共 通 した性質 が認 め られ ない 。 この
よ うに いろい ろな配列 によ って活性 化 され る とい うこ とが,c-rafが活 性 化 されや す い原 因 の
一つ とも考 え られ る 。一 方,他 の配 列 が融合 す る こ とよ りも,c一厘 のN末 端 の領 域 が欠失 す
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るこ との 方が活 性化 に重要 で あ る可能 性 も示 唆 されて い る73)。最近 の研 究 に よ ってc一虹 一1
のN末 端側 に,transforming活性 をお さ える よ うなdomainが存在 し、 これ を欠 失 させ る と
c-rafが活性化 す る こ とが明 らかにな った74)。このdomainはお そ ら くc-rafタンパ ク質 の
serine/threoninekinase活性 を制 御 してい るであ ろ う。c-rafのタ ンパ ク質 産物 のserine
/threoninekinase活性 が,活 性化型 に おいてN末 端 側の配 列 の置換 に よ り上 昇 して い るか ど
うか,ま たそれ がtransformationにどの よ うに関与 して い るの か とい う点 につ いて は今後 解
明 す るべ き課題 であ る。
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第4章 ヒ トret一皿の解 析75'76)
第1節 序 論
大腸 癌 患者組 織DNAのtransfectionによ り,ras以 外のtransforming遺伝 子 が導 入 さ
れ た と推 定 され るtransformantがい くつ か得 られ た。 その うちの二 つ は前章 で述 べ た よ うに,
v一里 £ ブ ロー ブ とのhybridizationの結果 よ り活性 化c一厘 を含 む こ とが 明 らか にな った 。
それ以 外 の ひ とつ のtransformant(SIC)は,当初 未知 の新 しい癌 遺 伝子 を持 つ と考 え られ た
が,ク ローニ ングによ る解析 の結果ret77・78)のkinasedQ皿ainに相 当す る部分 を持 つ こと
が明 らかにな った。
retはT細 胞 リ ンパ腫DNAのNIH3T3細 胞へ のtransfectionの結果,transforming活性
を持つ 遺伝 子 として単 離 され た もので,generearrangementによって生 じた融合 遺伝 子 で あ
る。3'側 のkinasedo皿ainを含 む配 列 に対応 す る正 常細胞 中 の遺 伝子,墜proto-oncogene
(proto一胆L>のcDNAは 最近 クロー ニ ングされ た21・22)。墨proto-oncogeneはreceptor
型tyrosinekinaseをコー ドす る一群 の遺 伝子 の ひ とつ と考 えられ る20)。
本章 で は,retproto-oncogene由来 で あ るがretと は5'側 に融 合 した遺伝 子 が異 な る こ
とか ら 皿 一Hと 名付 けたtransforming遺伝子 につ いて,遺 伝子 ク ロー ニ ング,cDNAクロー
ニ ング を行 った結 果 を ま とめ た。
第2節Transformant,SICからのtransforming遺伝 子 の クロー ニ ング
S字 結腸 癌 のDNA60μgをtransfectし た結 果,ひ とつ のtransformedfociが生 じた 。
このfociか ら得 た細 胞 を(sigmoidcoloncancerに由来 す るこ とよ り)SICと 名付 け た 。
SICのDNA60μgを 用 い た3回 のtransfectionassayによ り,そ れ ぞれ10,12,7個 の 二
次transfQrmantが得 られ た 。三次transformantは60μgDNAあた り10個 得 られ た。二 次
及 び三 次transformantのDNAに対 してAlu配 列 を検 出 す るブロー ブ,BLUR864)を用 いて
Southernblot解析 を行 った結 果.transforming遺伝子 は15kb以 上で あ る こ とが わか っ た。
二次transformantSIC2-13のDNAを制 限酵素MboIに よ り部 分 消化 し,30-40kbの断 片
0。75μgを コス ミ ドベ クタ 一ー pCVIO863)のBamHIsiteに結 合 し,3x105の 独 立 コロニー よ
りな る コス ミ ド1ibraryを作 成 した。 この1ibraryをBLUR8をプ ロー ブ として ス ク リー ニ
ング し,Alu配 列 を含 む15個の クロー ンを得 た 。
それ ぞ れの コス ミ ドクm-一ンのDNA10μ9を,carrierと してサ ケ精 子DNA70μ9を 用
いてNIH3T3細胞 にtransfectし,transfor皿ing活性 を調 べ た 。2つ の クロー ンcSICA-2
及びcSICbの みが,そ れぞ れ53個,1個 のtransformingf㏄iを誘発 した 。
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第3節ret-ll遺 伝子 の構 造
コス ミ ドクロー ンcSICA-・2,cSICbのinsertの制 限酵 素地 図 をFig.4-1,Aに示 した 。
2つ のinsertのサ イズはそ れぞ れ約36kb,32kbで その うち20kbが 重複 して い る。 こ
の重複 した領域 の うち,4.o,6.9及び9.okbのEcoRI断 片(Fig.4-lA中のll,皿,Nで
示 した領域)は,Alu配 列 を含 んで い た。
コス ミ ドに含 まれ るgenomeの断 片 か らtransformantにお いてmRNAと して発 現 されて い
る領域 をnorthernblot解析 に よ り検 索 した 。この うち3.OkbSalI-XhoI断片(Fig.4-1,
Yで 表 示)はtransformantに特 異 的な6.5,5.5,3.6,2.8kbの4本の バ ン ドを検 出 した。
このこ とよ り断片Yにtransforming遺伝子 のexonが 含 まれ て いる こ とが 判明 した。
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Fiq.4-1.
Restrictionmapsofre亡andproto-ret,andexpressionofa
genomicfragmentinthe'S工Ctransformanし.(A)Restrictionsi七esin
theo▽erlapregionofcosmidclonescS工CA-2andcS工Cbareshown.
Fraqments工,II,工1工andIVof2.4,4.O,6.9and9.Okb,
respectivelytweregeneratedbyEcoRIdigestion.Fragments工 工一IVwere
A工upositive.Thedetailedmapoffragrnent工 工Iwasmade.A
restrictionrnapofaproto-retcosrnidclone(cNRE1)isalsoshown.
FragTnent工 工hybridizedtofragmentV,a工thouqhiragTnent工didnot.
Abbreviationsofre3trictionsit=esshown:B,Ba皿HI,H,Hind工II,R,
EcoRZ;S,Sal工;X,Xho工.RindicatesEcoR工s土teinfraqmentVI工whose
positionshavenot=yeしbeendetermineddefinit二ely.(B)Expressionof
fragrnentYin(a)N工H3T3ce工lsand(b}atransformant,S工.C-2-13.
Each2pgpoly(A)+RNAwaselectrephoresed.Thepositionof28and
18SrRNAsareindicatedonしheright.Fraqment3X,YandZusedas
probesareshown.
一19一
各種 癌遺 伝子 の断片 を用 いて この断 片Yと 反応 す る もの を検索 した とこ ろ,retcDNA(断片
E,文 献78)が 断片Yとhybridizeした 。更 に,断 片 皿(6.9kb)とretの 相 当す る領域 の
制限酵 素地 図 は一致 した 。 しか も この 断片 皿は すべて のtransformantに含 まれて いた 。以 上
の結果 よ りSICのtransforming遺伝子 はretと 同 一の部 分 を含 む と考 え られ た 。以後,こ
のtransforming遺伝子 を 越 一皿と表 す 。
第4節ret一 皿とretproto-oncogeneの構 造 の比較
ret.∬と,etp,。t。.。nC。gene備 造 砒 劔 る た め に,etp,。t。 一。nC。9,,eのク 。 一 ニ ン{
グを行 った 。正 常 ヒ ト末梢 血 のDNAよ り3×104の 独立 コ ロニー を含 む コス ミ ド1ibraryを
作 製 し,1.5kbBglE-SalI断片(Fig.4-1,A,断片X)で ス ク リー ニ ング した。retproto-
oncogeneコス ミ ドク ロー ンと してcNREIが 得 られ た。
Fig.4-1,A下段 にcNREIの 制限 酵素地 図 を示 す 。cSlcA-2,cSIcbの制 限酵 素地 図 は
SalIsiteの上 流 及 び3'側 のXhoIsiteの 下流 でcNRE1と異 な って い た。 この こ とよ
りret-llでは これ らのsiteの5'側 及 び3'側 でrearrangementが起 きてい る と考 えられ
た。こ の うち5'側 のrearrangementはすべ てのtransformantで共通 に 見 いだ され た。す
なわ ちSouthernblot解析 にrecombinationpoint近傍 の プ ロー ブX(Fig,4-1,A)を用
い る と,正 常 ヒ ト末檜 血DNAで は7.Okbの バ ン ドが検 出 され たがtransformantDNAでは
すべ て に4.Okbの バ ン ドが検 出され た。一 方3'側 のrearrangementはプ ロー ブZ(Fig.
4-1,A,3kbEcoRI-XhoI断片)を 用 いて解析 した結果,一 部 のtransformantにしか存 在
しなか っ た。
以上 の結 果 か ら,プ ロー ブXに よ って検出 され る5'側 のrearrangementがret-llの活 性
化 に重要 で あ る と推 定 され る 。retも同様 にkinasedomainの5'側でのrearrangementに
よ り活 性 化 して いるが,recombinationpoint及び上 流 に融合 した配 列 はret-llと異 な って
い る。
Transfectionに用 い たS字 結腸 癌DNAで は,プ ロー ブXに よって正常 ヒ トDNAと サ イズ
が同 じバ ン ドしか検 出 されな か った 。 この こ とか ら活性 化 につ なが るgenerearrangementは
transfectionの過程 でお こ った と考 えられ る。
第5節ret一 皿cDNAの クロ ーニ ング
巫 一Eの コー ドす るタ ンパ ク質 の一 次構造 を知 るため にcDNAを クローニ ング した。二次
transformant(SIC-2-4)から抽 出 したpoly(A)+RNAより二 重鎖cDNAを 合成 し,λgt10を
ペ クタ ーに してcDNAlibrary(3×106独立 フ ァー ジプ ラー クを含 む)を 作 製 した 。 この うち
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2.5×105のプ ラー クを断片Yで ス ク リーニ ング した結 果,8個 の ク ロー ンが得 られ た 。最 長
のinsertを持 つ クロー ンpret[cDNA-1の5'及び3'末 端 に相 当 す る断 片a,b(Fig.4-
2)を 用 いて 更 に2.5x105の プ ラー クをス クリー ニ ング した 。約4.6kbのinsertを 持 つ,
pret皿cDNA-15及びpret皿cDNA-6が得 られ た。
第6節pretIIcDNA-6の構 造 及 びコー ドされ るタ ンパ ク質 の構造
pretHcDNA-6と麩cDNA78)との制 限酵 素地 図 を比較 す る とkinasedomainをコー ドす る
領域 を含む1.OkbBamHI-XhoI断片 の構 造 は同一 で あ るこ とが わ か った(Fig.4-2)。しか
し,こ の断 片 の5'側 及 び3'側 で は両者 の構 造 は異 な った 。XhoIsiteの3'側 は,£et
で は0.2kbで あ るの に対 し,pretllcDNA-6では2.Okbで あ った 。p壁 皿cDNA-・-6の5'側
2.9kbの塩基 配 列 を,Fig.4-2の矢 印で示 した よ うな手順 で決 定 した。
pntlcDNA-l
l5
6
lb.
_■■i」o膨 ■■■■ レ ー一 一 ■●レ ー■■■■■●ト
ー■■一 ■ 噸}■ 一■■■一 ■い ■一■願幽 ・■■■■■レ
嘲●■■r唱 ●i■■」■{幽 ■■■一 噌■■脚■■一 嘲●一一 口r噌 一 「嘲■■■■一
噂 ■-q印 ■■■一 噸 ■■一 ← ■■-d● 一■一暫q炉 ■■一■國
↓
XPPPI輸EP網 鞠PX 30P髄H
?
? ρ
Fiq.4-2.
Restrictionmapsofpret工IcDNAs .Therestrictionmapofthe
m⊥ddlepartrtheBamH工 一Xho工fraqlnentof1 .Okb,wasthesame.asthat=
ofthere亡.Theso工idarrowshowsthesiteofrearrangementofre亡 一
工1.Thefinearrowsshowthedirectionsandextentsofnucleotide
コ
seqUencing.Operlboxesaandbshowthefragrrtentsusedforprobes .
Abbreviati。ns。f・est=icti。nsiヒes:Ba,Ba・a肛'Bg
,Bglエ1;E,Ec。Rエ,
H,Hind工II,N,Nco工,P,Pst工,X,Xho工 .
Fig.4-3,aに塩基 配列 と予想 され る ア ミノ酸配列 を示 した 。80番目か ら始 まるATGが 開
始codonと 考 え られ たが,そ の根拠 として は,in-frameの停止codonが21塩 基 上流 にあ る
こ と,ま た開始codonの 周辺 の配列 がKozakに よって提唱 され た コ ンセ ンサス配 列79)に比
較 的 よ く一 致 してい る こ とが挙 げ られ る 。80番目か ら2776番目の塩 基 まで に899ア ミノ酸 が
コー ドされて い る。配 列 の1570-2622番目は,retcDNA配列 の1335-2387番目 と同 一で あ り,
retのkinasedomainに相 当 す る部 分 が コー ドされて い る。
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Fig.4-3,
Nucleotidesequenceofpre亡IIcDNAandhydrophiliciヒyofthe
predictedprotein・(a)Nucleotidesequenceofpre亡 工工cDNA.Theboxed
nucleotides59-61indicateanin-frarnestopcodon.Nucleot二ides1570
し02622indicatedbyarrowsa=ethesameasnucエeoしides1335to2387
0fret(re .ference78).TheconsensussequencefortheATPbinding
siしeinthecatalytiCd。mainissh。wnbycircエes.Theb。x。f
nucleotides2054-2071indicatestheconsensussequencefortyrosine
specifickinase.Thesinqle-lettera凧inoacidcodeisused.{b}
Hyd=ophilicityprofileofthepredictedfusionprotein .The
hydrephiliciヒyprofileisplottedwithawindowof13aminoacids,
foユlowingthealgorith皿describedbyKyteandDoo工ittle .Thearrowほ コ
■ndエcateStherearrangernentpoint.
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処 で は 墨proto-oncogeneのtransmembranedomainに相 当す る領域 も残 って い るが,
廷些一豆で は この領域 もrearrangementによ り欠失 してい る。pret皿cDNA-6によ りコー ドされ
て いる タ ンパ ク質 のhydrophilicityprofileをKyteとDoolittle68)の方法 に よ って計 算
した結 果 をFig.4-4,bに 示 す。魑 一皿に おいて 墨proto-oncogeneの5'側と置換 した
配列 には,transmembranedomainにな りうる ような疎水的 な 領域 は存在 しな か った。
この5'側 の配 列 の発現 を断片aを プ ロー ブ としてnorthernblotによ り調べ た ところ,
調 べ たすべ て の ヒ ト細 胞株 で,2.8kbの バ ン ドが検 出 された 。NIH3T3細胞 で も同 じサ イズ の
バ ン ドが検 出 され たが シグナル は ヒ ト細胞株 で認 め られ るよ り弱 く,種 間 のDNA配 列 の違 い
を反 映 して い る と考 え られた 。5'側 に融合 した配 列 が既知 のDNA配 列 とhomologyを持 つ か
ど うか をデ ー タバ ンク(GENBANK)で調 べ たが,該 当 す るもの はな か った。
3'側 にお いて もp越 πcDNA-6の配列 の2623番目以降 とretcDNA78)の配列 の2388番目
以降 は異 な ってお り,結 果 と してコー ドされ る タンパ ク質 のC末 端 の ア ミノ酸配列 は,retに
お ける9残 基 が 越HcDNA-6で は異 な る51残 基 に変 わ って い た。 この51残基はretproto-
oncogenecDNA2i}によ りコー ドされ て い るもの と一致 した。 これは,pret皿cDNA-6の2623番
目以降 の配 列 が 越proto-oncogenecDNA2i)の3120番目以 降 と同一 で あ るためで あ る 。
第7節3'領 域 にお げ るalternativesplicing
血 一皿transformant(SIC)のcDNAlibrary中か らretcDNAと同 じ3'側 の構 造 を もつ
もの を再 ス ク リーニ ング した 。プ ロー ブ としては,Fig.4-4にLll,皿 で 示 したoligo-
nucleotideを作 製 した。1(5'-AAATATACGTAGATTTA-3')はpretllcDNA-6の5'側領域 に対
応 し,ll(5'-ATCTAGTAAATGCATGGGA-3')及び 皿(5'-GTGGTACAGGACTCTCTCC-3')はそれ ぞれ
些cDNA,p魑 皿cDNA-6に固有 なc末 端 ア ミノ酸 を コー ドす る領域 に対応 す る。cDNAlib-
raryのうち2.5x105の独立 プ ラー クをoligomerI,llでス ク リー ニ ング した結 果 ,両 方 と
hybridizeする5つ の クロー ンを見 い だ した 。 この5つ の ク ロー ンの うち最 も長 いinsert
(2.8kb)をもつ,p血 皿cDNA-35を更 に解析 した。
p墨HcDNA-35の制 限酵素 地 図はFig.4-4に 示 す よ うに5'側 の領 域でpret皿cDNA-6の
地図 と一致 して い る。3'側 のXhoIsiteよ り下 流 の領域 のDNA配 列 の解 析 の結 果 ,pretll
cDNA-35の3'側の配列 は,対 応 す る 墨cDNAの 配 列 と同一 で ある ことが 判明 した。(以 後
便 宜的 に,p越 皿cDNA-35,p込韮HcDNA-6によって コー ドされて い るret一皿タ ンパ ク質 をそ
れぞ れ 蛙 ∬-p9,!塾H-p51で示 す 。)魑 皿一p51はC末端 にretll-p9には存在 しない2つ
のtyrosine残基 を含 む 。
皿と皿は コス ミ ドクロー ン,eNREの9kbEcoRI断 片 とhybridizeする.このEcoRI断 片
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を サブ クロー ニ ング し,制 限酵 素地 図 を作製 し,更 にSouthernblot解析 に よ りfi,皿及び
ブ ロー ブbとhybridizeする領 域 を決定 した(Fig.4-4b)。Genome上で,ll,皿,bと 反
応 する配 列が 隣接 した領域 にあ る こと よ り,3'側 の 圃heterogeneityはalternativesplic-
ingによ り生 じた と推測 され る。
Northernblot解析 に よ り,C末 端 が異 な る タンパ ク質 を コー ドす るpretHcDNA-35,-6
に対応 す るmRNAが 発 現 され てい るか ど うか を検 討 した 。2つ のcDNAクロー ンに共通 な0.4
kbEcoRI-NcoI断片 をプ ロー ブ とした場合,transformantでは主 に6.5,5.5,3.6,2.8kb
のサ イズ の異 な る4本 のバ ン ドが検 出 され た。2つ の クロー ンに固有 な領域 をプ ロー ブに した
場 合 にはpret皿cDNA-6由来 のプ ロー ブCは 主 に6.5,5.5kbの,ま たpretEcDNA-35由来
の プロー ブEは 主 に3.6kb及 び2.8kbの バ ン ドを検 出 した。 この結 果 よ りret一皿の サ イ
ズ の異 な るmRNAはC宋 端 の異 な る2種 の タ ンパ ク質 をコー ドして い る と推 定 され た。
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Differenヒcarboxy-terminiofre亡 一工Ioncogeneproductsdueto
alternative$plicing.(a)Restricヒionmapofpre亡 工工cDNA-35 .。The
nucleotidesequenceofしhe3[region5hownbyarrowstwasfoundtobe
thesameasthat二 〇fre亡(datanotshown).Thecarboxy一 ヒerrninaia]皿ino
acidresiduesdeducedfrornthenucleotidese(pUencesofpre亡 工工cDNA-35
and-6arealsoshown.Twoadditionaltyrosinesof」re亡II-p51are
indicatedbyunderline$.Oligoprobe工wasusedforobヒainingpret工I
cDNA-・35tOpenboxes」b,ctdandeshowfragrnentsusedforprobes.(b)
Alignmenしofoligoprobes工 工,工1工andfraqmentbontheqenomic
fragrnentofproto-re亡.FragmentshybridizingtooligoprobesI工,1工 工
andfragrnentbweredeteロninedbyrestrictionm準pping.Abbreviations
ofre3trictionsites:Ba,BarnH工'Bg,Bql工 工;E,EeoR工'H,HindlI工;N,
Nco工'Sa,Sacl;Sc,Sca工;XrXho工.
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第8節ret-IIcDNAのtransforming活性
2種 類 のcDNAをRSVのLTR80}に よ り発 現 させtransforming活性 を検 討 した 。発現 ベ ク
ターの作 製法 はFig.4-5に 示 した 。ret∬-p51を発 現す る ため には,ORFを 含 むpret皿cD
NA-6のHind皿断片 を,pRSVneoのHind皿siteに挿 入 した 。retll-p9を発現 す るpret皿c
DNA-35はORFの5'側 を欠 いてい る ので,5'側 の 領域 をpretHcDNA-6で置換 した。そ れ
ぞれの プ ラス ミ ドをN【H3T3細胞 にtransfectし,'2-3週間後 のfociの 数 を測 定 した。
結 果はTable4-1に示 す よ うにいず れのconstractも1μgあ た り約100個 のfociを 誘
発 し,両 者 のtransforming活性 に差 はなか った。
pRSV1eノーp51
HR89 ¥ 甲 Ψ陶 ¥ 80酬lI
圃'
RH
pRSVret皿一P9一
1 1kb.層
Fig.4-5.
Consヒructionofp工asmidsforexpressingcDNAs.Opencolu㎜s
showregionsderivedfrornpre亡 工IcDNA-6andhatchedc。1ummsthose
frompJe亡 工IcDNA-35.InpRSVre亡 工工一p51,theopenreadingframebegins
at35nucleot土desup3treamofthe5lBqlI工siteandter皿inatesat192
nucleotidesdownstrearnofthe3「Xho工sit二e.工npRSVre亡 工工一p9,iヒ
beginsatしhesarnesiteandendsat66nucleotidesdownstrea皿ofthe
3'Xho工site.Resヒricヒionsiteabbreviations:Ba,Ba皿H工;BgrBg1工 工;
E,EcoRI'NrNcol;H,Hindエ1エ;X,Xhol.MCS,multiplecloningsites
ofPGEM-2.
Table4-・1.TransformingactivitiesofpRSVre亡II-p51
andPRSVretll-P9
No.offoci/pgDNA
DNA
Exp.1 Exp.2
Salmonsperm
pRSVneo
pRSVre亡II-p51
PRSVre亡 工工一pg
a1-1★
0
0
107
112
6
0
0
99
133
3
EachplasrnidDNAwastransfectedwithsalmonsperm
DNA.Thenumberoffociwerecounte(12-3weeksafter
transfect⊥on.
★DNAextractedfroma1・ 一].,atransformantofNIH3T3
cellscontainingactivatedhumanHa-r∂5.
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第9節 考察
墨 一llは,巫proto-oncogene由来 のtransforming遺伝 子 と して,蛙 に次 いで見 い だ
され た 。ret-1とretで は,recombinationpoint,5'側に融合 した配 列 共 に異 な って い る 。
巫 に よ りコー ドされ るタ ンパ ク質 で は ゴpと 名付 け られ た遺伝子 にコー ドされ るタ ンパ ク
質 の(お そ ら くDNA結 合 能 を持 つ と考 えられて い る)zincfingerを含むN末 端 側 の領域 に,
墨proto-oncogeneにコー ドされ る タ ンパ ク質 のtransmembranedomain,kinasedomainを
含 むC末 端 側 が融合 して い る8t)。ret-llでは,N末 端側 の タ ンパ ク質 には 特徴 的な配 列 は見
い だされ てお らず,ま たproto-oncogene由来で 保持 され て いるの はkinasedomain以下 の
領 域で あ る 。
R㏄ombinationによる活 性化 に伴 いret及 びret-llタンパ ク質産 物 のtyrosinekinase
活 性 は上 昇 してい る と予想 され る 。しか し,N末 端側 の配 列 が異 な って い る ため,両者 の細 胞
内で の局在,及 び基 質 は異 な って い る可能性 が あ る。ret-llcDNAの解 析 に よ りタ ンパ ク質 産
物 としてC末 端 の9残 基,51残 基 が異 な った2種 類が 存在 す る こ とが明 らか にな った 。この
51アミノ酸 の中 には2個 のtyrosine残基 が含 まれ て いる 。c-src,c-f皿sのC末端 にある
tyrosine残基 は,タ ンパ ク質産 物 のtyrosinekinase活性 及びtransforming活性 を抑制 し
て いる とい う報告 があ る82-85)。C末端 配列 の違 いがtransform正ng活性 に差 を もた らす か ど
うかを調 べ る ために2つ の タ ンパ ク質 をコー ドす る2種 類 のcDNAのtransforming活性 を検
討 した が,両 者 の活 性 に有 意 な差 は認 め られ なか った 。一 方,retで はC末 端 の9ア ミノ酸 を
51アミノ酸 に変 えた場合,transforming活性 の低 下 が認 め られて い る21)。この よ うな実験 結
果 の差 は,ret-ll,retの活 性 化の メ カニズ ムの違 い を反 映 してい る と考 え られ る。ret-1,
魑 の産 物 に ア ミノ酸配 列 か ら予想 され る よ うにtyrosinekinase活性 が あ るか ど うか,C
末 端 の達 い に よ り活 性 が異 な るか ど うか とい う点 は今 後解 明 して い きた い 。
ret一皿,ret及 び前章 で述 べ たc-rafの活 性化 の機構 には.以 下 に述べ る共通点 があ る 。
1)Rearrangementにより生 じた融 合 遺伝子 よ り融合mRNAが 転写 されて い る こと。2)コ ー
ドされ る融合 タンパ ク質 に おいて,proto-typeのタ ンパ ク質産物 のkinasedomainは保持 さ
れて い るが,N末 端 側 の領域 は欠失 して他 の遺伝 子 に よ りコー ドされ る タンパ ク質 に置 き換 わ
って い る こ と。3)5'側 に融 合 した配列 は特 定 な もので はな い こと。4)Rearrangementは
transfectionの過程 で生 じた と考 え られ る こと。
相違 点 と しては,そ れぞ れ のタ ンパ ク質産 物 がc-rafの場 合 はserine/threoninekinase
で ある の に対 し,Uetproto-oncogeneの場 合はreceptor型のtyrosinekinaseであ る と
予想 され る こと,が 挙 げ られ る 。両者 の基 質 及 び リン酸 化部 位 は異 な る と考 えられ る。
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最近,乳 頭 状 甲状腺 癌 の組 織 及び細 胞株 に お いてretproto-oncogeneがrearrangement
を起 こ して い る こ とが見 いだ され た86・87)。ret一皿の活性 化 はinvitroで 起 きたartifact
であ るが,invivoで の活性 化 を考 え る上で の格好 の モデル であ る と考 え られる 。
}
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第5章 ラ ッ ト成 体 の各種 組織及 び受 胎産 物 にお け る
retproto-oncogenemRNAの発現88)
第1節 序 論
前章 で述 ぺ た よ うに,ret-1の産物 はtransforming活性 を持つ 。一 方で そのproto-type
であ る 越prQto-oncogeneのコー ドす るタ ンパ ク質 はreceptor型tyros1nekinaseであ
ると考 え られ るが,そ の生理 的機 能 は不 明で あ る。一 般 にreceptor型のtyrosinekinase
は細胞 外 か らの刺 激 を伝達 す る,い わ ゆ る シグ ナル伝 達 系の一 員 として細 胞 の増殖 及 び分化 に
深 く関 与 して い る2。)。座proto-oncogeneと,コー ドす るkinasedomainにお いて比較 的
高 いho皿ologyを示 すDrosophilaの遺伝 子,torsoば形 態形 成 に重 要 な役 割 を もつ こ とが報
告 され て い る89>。魑proto-oncogeneがどの よ うな生理 的機能 を持 って い るかを類推 す るた
め,ラ ッ トにつ いて成 体 の各種組織,及 び発生 の過程 で のmRNAの 発現 を調 べ た 。
第2節 ラ ッ ト成 体 の各種組 織 にお け るretproto-oncogeneの発 現
ヒ ト及 び ラ ッ トのDNAをEcoRIで 消化 し,ret-llcDNAのkinasedomainの一 部 に相 当
す る領 域0.4kbEcoRI-NcoI断片 をプ ロー ブ と してSouthernbtot解析 を行 な うと,ヒ ト
では6.9kb,ラ ッ トで は8,2kbの バ ン ドが検 出 され た。 この結 果 か らラ ッ トのDNAに も
retproto-oncogeneが存在 す るこ とが わか った。 ただ し,バ ン ドの濃 度 は ヒ トに比 べ る と薄
く,種 差 を反 映 して い る と考 え られ た 。 この プ ローブ を用い,6週 令 のF344ラ ッ トの各種 組
織 よ り得 たpoly(A)+RNAのnorthernblot解析 を行 った(Fig.5-1)e
各種 臓 器 で の 唖proto-oncogenemRNAの発現 は非 常 に弱 く,poIy(A)+RNA5μgを用 い
た場合 で も,10日間露 光す る こ とに よ り検 出で きる程 度 であ った。同 じフ ィル ター をglycer-
aldehyde-3-phosphatedehydrogenase(GAPDH)9Q)及び β一actin91)のプ ロー ブでhybridize
す るこ とに よ りRNAの 分解 がな い ことを確認 した 。対照 と して,越proto-oncogenemRNA
を発現 して い るこ とが知 られて いる神経 芽細 胞腫 株SK-N-SH92)のpoly(A)+RNAを同 じゲル
の右端 に のせ た。 ラッ トのretproto℃ncogenemRNAに対す る ヒ ト由来 のcDNAプ ロー ブの
hybridization効率は,ヒ ト細胞株SK-N-SHのretproto-oncogenemRNAに対 す るもの よ り
低 い こ とが,前 述 のSouthernblotのデー タ よ り予 想 され る 。 しか し,種 差 を考 慮 に入 れて
もSK-N-SH細胞 で の発現 レペ ルに比 べ,ラ ッ ト各種 臓器 での レペ ル ば非 常 に低 か ったe比 較
的発現 レベ ルが高 い のは,脳,胸 腺,精 巣 で それ らに次 いで肺,心 臓,脾 臓,小 腸 で も発現 が
認 め られ た 。脳 にお け るシ グナルの強 さは,SK-N-SHにおけ る ものの1%以 下 で あ った 。
ラッ トの各種組織 のpOly(A)+RNAを用 い たnorthernblotで検 出 され るバ ン ドのパ ター
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ンは,SK+SH細 胞 で 検出 さ れ るもの とほ とん ど一致 して い た。7.0,6.O,4.5,3.9kbのバ
ン ドが認 め られ たが,こ の4本 のバ ン ドの濃 度 の比 は組織 に よ ってや や異 な って い た。最 も シ
グナル が強 い のは4.5kbのバ ン ドで あ ったが,脳 で は6.Okbの バ ン ドも他 の臓 器で 認 め ら
れ る よ りも強 く発 現 され てい た 。脳,胸 腺,精 巣で検 出 され たバ ン ドはretproto-oncogene
cDNAのkinasedomain以外 の領域 に相 当す る0.2kbBamHI断片(transmembrane領域 に相
当 す る部分 を含 む)に よって も検 出 さ・れ るこ とよ り,他 のkinase遺伝子mRNAと のcross-
hybridizationではな く,retproto-oncogene由来 で ある こ とが確 認 され た。
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第3節 受胎 産物 に お けるretproto-oncogeneの発 現
個体 発 生 の特 定の段 階で,い くつ か のproto-oncogeneの発現 は部 位特 異 的 に上 昇 す る93-
95》。受胎産 物 でretproto-oncogeneの発 現 が上昇 してい るか ど うか を検 討 した。妊娠7日
目の ラ ッ トを入手 し,9,10,11日目の受胎 産物 及 び子宮 を取 り出 し,RNAを 抽 出 した。
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Northernblotによ り9-11日目の受胎 産 物 のpoly(A)+RNAにお いて4本 の は っ き りした
バ ン ドが検 出 され た(Fig.5-2)。この発現 レベ ルは6週 令 ラ ッ トの胸腺 で認 め られ る もの よ
り20-50倍高 い 。
14日目の受胎産 物 につ いて は,胎 盤 と胎 児,胚 体 外膜 とを分 けてRNAを 抽 出 し,ま た20日
目につ いて は胎児 を頭部,胸 部,肝 臓,肝 臓 以外 の腹 部 か ら尾 の部 分 に分 け た もの,及 び胎 盤
よ りRNAを 抽 出 した 。 しか しいずれ の部分 において もretproto-oncogeneの発 現 レベ ル は
11日目の受胎 産物 にお け る レベ ル よ りかな り低 く,6週 令 ラ ッ トの胸 腺 にお げ る レベ ル とほぼ
同等 で あ った(Fig.5-3)。デー タは示 さな いが,12日 目の受胎産 物 におい て もretproto-
oncogenemRNAのレベ ルは14日 目の 各組織 と同様 に低 く,11日目以 降 にmRNA量 が急速 に減
少 する と考 えられ る。
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Expressionofprot二 〇-retintheconceptusanduヒerusofpreqnant
ratsondays9,10and工10fgestation.Sarnpleswereasfollows:9C,
9dayconceptus;9U,9dayuterus'10C,10dayconceptus,10U,10day
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hybridizedsuccessivelywithprobesforprot二 〇-re亡andβ 一acヒin.
Fig.5-3.
Expressionofproto-re亡inconceptusondays]ユ,14and200f
gestation.Sampleswereasfollows=11C,11dayconceptus;14F,14
dayfeしus;14Pr14dayplacenta,14Mr14dayextra-embryonal
membranesJ20E1,20dayfetu3,20P,20dayplacent二a.Fetusesonday20
weredividedintofourpertions;head(H),chest.{C),abdomentotail
(A)andliver(L).RNAblotswerehybridizedsuccessive工ywithprobes
forproto-retandβ 一actin.
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第4節 考察
藍proto-oncogenemRNAの発現は ラッ ト成体で調べ た組織 中では非常に少なか った。最近,
神経芽細胞腫 の腫瘍組織 あ るいは細胞株でretproto-oncogenemRNAが過剰発現 している
ことが見いだされた。このような腫瘍 に対応 する正常組織での発現も今後検討する必要があ る。
成体の各組織では一般的に発現が低 いのと対照的に,発 生の過程では受精後9-11日に高い
レベルの発現 が認 められた。発現上昇が発生の段階のいつから始 まるのかは,9日目以前につ
いて検討 していないので不明であるが,少 な くとも14日目までには発現レベルは成体での レ
ベル程度に戻 る。このように一過的に発現が上昇することは,受 胎産物の特 定の細胞で,そ の
時期にretproto-oncogeneの産物が重要な生理的機能 を担 っている可能性 を示唆する。9-
11日目の時期 には,胎 児は2皿 以下で,受胎産物の中で胎児の占める割合は非常 に小さい。
この為,胎 児以外の部分で発現が上昇 している可能性 も強い。
胎生期に発現の上昇するreceptor型tyrosinekinaseとして,c一垣旦(CSF-1receptor)
が知られている96》。これに伴 ってtigandであるCSF-1mRNAの発現 も上昇 している97)。
retproto-oncogeneのLigandは不明であるが,同 様 に受精後9-11日めに発現される増殖 因
子 ・分化因子 がその候補 として考えられる。
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第6章 ヒ ト神経 芽細 胞腫 株で発 現 され て いるretproto-oncogenemRNAの構 造98)
第1節 序 論
retproto・-oncogenemRNAを発現 して い る細 胞株 は限 られ てお り,こ れ まで に高発 現株 と し
て,前 骨 髄球性 白血 病細胞 株HL-60,単球性 白血病細 胞株THP-1,神経 芽細 胞腫株SK-N-SH
が報告 され て いる78)。越proto-oncogenecDNAはTHP-1よりク ローニ ングされ21・22),
receptor型tyrosinekinaseをコー ドして い る ことが明 らかに な った 。一 方,我 々は神経 芽
細胞腫 細 胞株 で特異 的 に高頻 度 にretproto-oncogeneのmRNA発現 が充進 してい ること を見
いだ した 。神 経芽細 胞腫 にお け るretproto-oncogenemRNAの構 造 が別 の癌細 胞 であ るTHP
-1に お け る横 造 と一 致 す るか ど うか,あ るいは変 異 があ るか どうか を解 明 す るこ とは興 味 あ
る点 と思 わ れ る。
また,5章 で も示 した よ うに ヒ ト癌 細胞,ラ ッ ト組 織 で共通 に 唖prot。-oncogenemRNA
は4本 のバ ン ドとして検 出 され るが,こ れ らmRNAの 構造 及 び コー ドす るタ ンパ ク質 の差異 の
詳細 な解 析 はな されて いな い 。ret-llでは5'側 が他 の配 列 と置 き換 わ って いるが,同 様 に4
本 のバ ン ドが検 出 され,し か も4本 の サ イズ の差 はretproto-oncogeneの4本のバ ン ドの サ
イズの差 と同等 であ る。 この こ とか ら,こ れ ら4本 のバ ン ドに相 当す るmRNAは3'側 の領域
におい て構造 が異 な って い る と予想 さ れ る。
以上 の点 を明 らか にす るた めに神経 芽細胞 腫 細胞株 の中で も高発 現株 で あ るNagai株99)よ
りcDNAlibraryを作 成 し,座proto-oncogenecDNAの構造 を解 析 した。
第2節cDNAク ロー ンの構造
Nagai細胞 のpoly(A)+RNAよりλgt10をベ クター と してcDNAlibraryを作製 した 。3×
105の独 立 プ ラー クをUet一皿cDNAのO.4kbEcoRI-NcoI断片 及 び 越proto-oncogene
cDNAの0.6kbSalI-BamHI断片 を プ ロー ブ と して ス ク リーニ ング した。両 方の プ ロー ブ と
hybridizeするク ロー ンが8つ 得 られ た。 この うち3kb以 上 のinsertを持 ち,し か も制 限
酵 素地 図 が一部 異 な って いる4つ の ク ロー ンを更 に解 析 した。4つ の クロー ンのinsertを
EcoRIで部分 消化 した もの を,プ ラス ミ ド(BluecriptpKS-・M13+)に再 クローニ ング して得 た
pN3,pN4,pN6,pN7の制 限酵 素地図 をFig.6-1に示 す 。これ ら4つ の ク ロー ンの制限酵 素
地 図は,3'側 のXhoIsiteの 上流 でla-・一致 して い た 。(pN3,pN4では5'側 領 域 が欠失 し
て い た。)こ のXhoIsiteよ り下流 の塩 基配 列 を合成primerを用 いて解 析 した結 果,XhoI
siteの約40bp3'側 でpN7,pN4の 配列 はpN6,pN3の 配列 と異 な って お り,ま たそ の更 に
約170bp3'側 でpN6とpN3と の配 列は 異な って い るこ とが判 明 した。
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pN6の5'末 端 に相 当す るgenome上の配 列 の数10bp上 流 にcapsiteが あ り,し か もそ
の 上流 にpro而oterと,思われ る配 列が 存在 す る こ と,一 方pN6の3'末 には7塩 基 のpoly
(A)stretchがあ り,そ の12bp上 流 にはpoly(A)付加 シグ ナルの コ ンセ ンサ ス配 列 で あ る
AATAAAの配 列 ユ。。)が存在 す る ことよ り,pN6は ほ とん どmRNAの 全 長 に相 当す るcDNAで あ
る と考 えられ た 。
pN7の3'末 端 には約100塩 基 のpoly(A)stretchがあ ったが,そ の上 流 には典 型的 な
poly(A)付加 シ グナル は なか った 。pN6の3'領 域 の 制限酵素 地 図は,ret・-IcDNA76)のうち
pretllcDNA-6のもの と一致 し,pN7の3'側 領 域 の塩 基配 列 はpretIcDNA-35あるい は報 告
の あ るretcDNAの配列 と一 致 した 。
pN4は3'末 端 に約100塩 基のpoly(A)stretchをもって いた 。 またpN3の3'末 端 の
少 な く とも約200bpはpN6の3'末 端 の 配列 と一致 した 。
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第3節cDNAの 塩基配列及び予想 され るタンパ ク質産物の アミノ酸配列
pN6の5'側約3.7kbの塩基配列 を決定 し,ま たpN3,pN4,pN7についても部分的に塩
基配列 を決定 した(Fig.6-2)。以下pN6の5'末 端を一番 目として塩基の番号 をつけた。
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)Figr.6-2.
Nuc工eotideanddeducedaminoacidsequencesofretproto-
oncoqenecDNAclones.Nucleotidesarenumberedfromヒhefirsヒ
nucleoヒideofthepN6insert二.{A)Nucleot二idesequenceofcDNAclones,
pN6andpN3.Thepointofdivergencebe仁weenpN6andpN3isshownby
anopentriang『lean(鼻fol工owedbythesequenceofpN6.Anarrow
indicaヒesthepoint=whereしhesequencesofpN6andpN3divergefro皿
ヒhoseofpN4andpN7.Thepuヒaしivesignalpepしideisunderlinedwith
doub工elinesandthetransrnembranedomainisunderlinedwiヒhabo工d
line・TheconcensussequencesforN-linkedglycosylationare
underlinedsingly.Cysteineresiduesareboxed.Theregion
correspondingtothekinasedomainisshowninbracketS,{B)
Nucleotidese(pUenceofpN4andpN7inヒhe3,reqionwhichdiverged
frompN60rpN3.Thestartofthepo上y(A)t二ractofpN7isindicated
byaclosedtrianqle.
pN6とpN3で は178番 目か ら3519番目まで のopenreadingframe(ORF)によ って1114
ア ミノ酸 の タ ンパ ク質,ま たpN4とpN7で は178番 目か ら3393番目 まで のORFに よって
1072アミノ酸 の タンパ ク質 が コー ドされ てい た 。 これ ら2つ の ア ミノ酸 配列 は1063番目まで
同一で あ った 。
178番目か ら始 ま るATGが 開始codonと 考 え られ る理 由 と して,上 流 にin-frameの停 止
codonがあ り,し か も上流 に あ るframeの異 な るATGは15bpの 短 いORFし か もたな い こ
とが挙 げ られ る。5'側 のnon・-codingregionは約80%と い う非常 に高いGC含 量 を示 した 。
Table6-1,Dlfferencelnnucleotldesequencesofretproto-oncogenecDNAs
Th量ss吐udy〔Naga墨cells} Reported(THP-1ceUsorMH3T3transformant〕
Clone Position"CodonClone PosiUonCodon Reference
pN6,pN7 312GC△ 〔Ala〕
pN3,4,6,72484CTS〔Leu}
pN6
pN4.pN7
2492C⊆IG畳畳〔Pro)
3411 T
λretG-2 284GCΩ(Ala〕
λret-622238(rr工 〔b£u}
pretllcDNA-61741(-工〔Leu)
λret-622246C工GCLeu)
pretllcDNA-61749C工G〔Leu)
λret2 2433 C
22
?
?
?
?
?
?
?
?
78
Basechanges五neachcodonareunderHned・
妾ThenrstnucleotiCleofthepN61nsertisdennedasnucleoUdeLNucleoUdes29to
3580fpN6coπespondtonucleotldeslto3300ftheλret-G2童nsert.Nucleotides359
to37000fpN6correspondtonucleot」desl13to34540fthesequencede巾edfrom
λretC-1,λretG-1,λret62andλret63.
畳畏probablyanartifactualmutatlon
pN6の塩 基 配列 はTHP-1由 来 のcDNAの 塩基 配列21'22)とほ とん ど一致 し,Table6-1に
示 した箇 所 が異 な るだけで あ った 。この うち2492番目の塩基 の置換 は コー ドす るア ミノ酸 を
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変 える もので あ った 。 しか しこのTか らCへ の置 換 は,pN6の み に存 在 し他 の3つ のcDNAに
存 在 しな い こ と,ま たPCR法101)を用 いて2388番目か ら2603番目に相 当す る部分 をNagai
mRNA中か ら増幅 し塩基 配列 を解析 したが検 出 され な かっ たこ とか ら,cDNAク ローニ ング中 の
artifactであ る と考 えられる 。2484番目及 び3411番目で の変 化は,Nagaiだけで な く他 の細
胞 で も検 出 され たのでgeneticpolymorphismによる もの と考 え られ る。
Nagai細胞 由来 のcDNA,pN6によ って コー ドされ る1114アミノ酸 の配 列 は,前 述 のart-
ifactによ る変異 を除 いて はTHP-1細胞 由来 のcDNAに よって コー ドされ るもの と同一で あ
っ た。 タンパ ク質 の模 式的構 造,及 びKyteとDoolitlleの方法68)によ り計算 したhydro-
philicityのpEotをFig.6-3に示 す 。
a
b
N
Signal
peptide
?
?
》?
??
?
」?
?
??
TM
domain
Kinase
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200 400600
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800 1000
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Fig.6-3.
P・edi・t・d・ 七削 ・t・ ・e。fre亡P・ 。t。 一。nc。qenep・ 。t・i・p・ 。du。t
encodedbypN6.a)Schematicrepresenしat土on .工ndicatedarethe
P・ し・ヒive・iqn・lp・pヒide,t・an・m・mb・ane(TM),・ ・dtyr。 。inekina。e
d。main・C。nse・usN-9エyc。 ・yl・ti。nsit・ ・i・th・put・ ヒiveextracel!ular
d。m・in{ar・ 。wheads)andcyste土nere・ ⊥dues(ve.tic。lb。.s)。.eals。
sh。wn・b}Hyd・ 。phili・ityp・ 。fil・ ・C・!・ ・エ・しi。・ ・asd。nebyMi・r。geni。
il三f難)wi二畿 皇d藷9膿e㌦・蹴 量d謡'瓢 隷 き%・詣
N末 端 及 び約650番 目の残 基 の周辺 のhydrophobicな領域 は,そ れ ぞれsignalpeptide,
transmembranedomainに相 当す る と考 えられ る。Signalpeptideは28番目のglycine残基
のC末 側 でsigna[peptidaseによ り切 断 され る と予想 され る102)。Transmembranedomainは
塩 基性 ア ミノ酸 には さ まれ た636-657番目で あ る と考 え られ る78)。Kinasedomainは,他の
kinaseとのalignmentのデー タよ り,722番 目か ら999番 目に相 当す る と考 え られてお り,
その中 の27ア ミノ酸(819番目か ら846番目まで)はinterruptingsequenceに相 当す る19)。
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Transmembranedomainの上 流 のextracelluLardo皿ainと予 想 され る部分 に はcysteineに
富 む領 域 が存在 し,ま た12個のN-linkedglycosy工ationsiteのコ ンセ ンサ ス配 列(Asn-X-
Ser/Thr)が存在 す る。塩基配 列 が3365番目 か らcDNAク ロー ン間 で異 な る ことに よ り1114
ア ミノ酸 よ りな る タンパ ク質 のC末 端51個 の ア ミノ酸 は,1072アミノ酸の 配列 では9個 の異
な るア ミノ酸 に変 わ ってい た 。それぞ れの配 列 は前章 で述べ た2種 のret一皿タ ンパ ク質産 物
のC末 端 の配 列 と一致 した。
第4節cDNAク ロー ン とretproto-oncogenemRNAとの対 応
cDNAクロ ー ンpN6,pN7のサイズ は それ ぞれ5.6,3。6kbで あ り,ま たpN3,pN4は5'
末端 がpN6と 同 じ長 さだ とす る とそれ ぞれ4.3,4,2kbと な る 。 これ らのcDNAク ロ ー ンが
4本 のバ ン ドと して検 出 され るmRNAの どれ に対応 す るかを調 べ るた めに,Fig.6-1上に示
したA-Eの 断片 をプ ローブ と してnorthernblot解析 を行 った 。
Flg.6-4,aに示 す よ うに,0.4kbEcoRI-NcoI断片(プ ロー ブA)は 約7.0,6.0,4.5,
3.9kbの4本 のバ ン ドとhybridizeした。pN4,pN7の3373-3391番目の 塩基配 列 に相補 的
な19meroLigonucleotide(ブロー ブB)は7.0,4.5,3.9kbの バ ン ドとhybridizeした 。
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nucleoヒide3389to3 ,4200fpN6(probeE).Atranscriptprobably
correspondingtopN3isindicatedbythearrowhead .
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pN4の3'noncodingregion中の0.3kbHinfI断片(プ ローブC)は 主 に7.O,4.5kbのバ
ン ドと,また3.9kbの バ ン ドとも弱 くhybridizeした 。pN6の3'noncodingregion中の
0.6kbBgl[-Hind皿断 片(プ ローブD)は,7.O,6.Okbの バ ン ドとのみhybridizeした 。
以上 の結 果及 びcDNAの サ イズ よ り,以 下 の こ とが推定 され る。1)6.OkbmRNAは プ ロ ー
ブDとhybridizeするが,プ ロー ブB,Cと はhybridizeしな いのでpN6に 対応 す る 。
2)4.5kbmRNAはプ ロrブB,Cと 強 くhybridizeするのでpN4に 対 応 す る。3)3,9
kbmRNAはプ ローブBと 強 くhybridizeし,プロー ブCと は弱 くしかhybridizeしない こ と
か ら,3'側 にブ ロー ブCと 約70bpの 重複 を もつpN7に 対応 す る 。
残 るpN3が どのmRNAに 対応 す るか を調 べ るため に,pN6,pN3に特 異 的 なプ ローブ として
pN6の3389-3420番目に相 補 的な01igonucleotide(プロー ブE)を 用 いて,SK-N-・SH及び
Nagai細胞 のpo工y(A>+RNAのnorthernblot解析 を行 った(Fig.6-4b)。SK+SH細胞 にお
いて7.0,6.Okbの バ ン ドの他 に4.6kb付 近 に もバ ン ドを検 出 した。Nagai細胞 で は この
シグナル は弱 か ったがサ イズ か ら考 えて この4.6kb付 近 のバ ン ドがpN3に 対 応 す ると推定
され る 。
第5節 越proto-oncogene3'末端 に おけ るalternativesplicing
前述 の よ うに 墨proto-oncogenemRNAのサ イズ の違 い は3'側 の構 造 の差異 によ る と考
え られ る。Genomicclone,cNRE1の3'側領域 の構 造 を解析 し,cDNAの構 造 と比 較 した 。
Fig.6-5にcNREIの制 限酵 素地 図及 び それ に対応 させ たcDNAの 構 造 を示 す。
pN4,pN7の塩 基配 列はpoly(A)が付 加す る直 前 までcNRE1と全 く同 じで あ っ た。従 って
対応 す る3.9kb,4,5kbのmRNAはa工ternativepo工yadenylationによ り生 じる と考 え ら
れ る。pN6,pN3に対応 す る6.Okb,4.6kbのmRNAは,alternativesplicingをうけて い
ると推 定 され る(Fig,6-5)。cNREIのsplicingjunctionと思わ れ る領域 の塩基 配列 を合 成
pri皿erを用 いて解析 した結果,splicingのコ ンセ ンサ ス配列43)が認 め られ た 。この結果 よ
りpN4,pN7とpN6,pN3が コー ドす るタ ンパ ク質 のC末 端 の配 列 の違 いは,pN6,pN3が
internaldonorsiteを用 い たalternativesplicingを受 けたmRNAに 由来 す る ためで あ る
こ とが 明 らか にな った。
7.OkbのmRNAは,Fig.6-4で示 したよ うにプ ローブB,C,Dとhybridizeす る 。 こ
の ことは6.Okb皿RNAに おい てspliceoutされ る約1.2kbの 領 域が7 ,0kbmRNAでは
spliceoutされて いな い可 能性 を示 す 。 このspLicingがな い ことで,7.Okbと6.Okbの
サ イズ の差 も説 明で き る。お そ らく7.OkbmRNAは4.5kbmRNAと 同様 に1072アミノ酸 か
らな るタ ンパ ク質 をコー ドして いるの で あろ う。
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第6節 考察
retproto-oncogeneタンパ ク質 はmRNAに コー ドされて い る一 次構 造 か らreceptor型の
tyrosinek王naseと推 定 され る 。Tyrosinekinaseをコー ドす るgenefamilyの中でrece-
ptor型の ものは既 に10種 類 以上 同定 されて い る。そ の うち でligandが判 明 して い るの は,
EGF,insulin,IGF-1,PDGF,CSF-1等のpeptidegrowthfactorに対 す るreceptorであ
るt9'2。)。ret,ret-llと同様,N[H3T3細胞 を用 いたtransfectionassayによ り検 出 され た
trklo3),mett。4)に対 す るproto-oncogeneもreceptor型tyrosinekinaseをコ ー ドす る
1。5・1。6)。ret,met,trkはいずれ もproto-typeのタ ンパ ク質 のN末 端 のligandbinding
domainに相 当す る領域 が欠失 して他 の配列 と置 き換 わ るこ とに よってtransfoming活性 を
獲 得 して いる点 は興味 深 い 。ret,met,trkのproto-oncogeneのタ ンパ ク質産 物 にお け る
transmembranedomainよりN末 端 側 の構造 は,cysteine残基 の配 置 に関 して も相 互 に異 な っ
て いる 。それ ぞれ の構造 は,上 記 の既知 のreceptor型tyrosinekinaseとも異 な る 。これ
らの生理機 能 を知 る ために はligandの解明 が待 たれ る。
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血proto-oncogenemRNAが神経 芽 細胞腫 で過 剰発 現 され てい る こ とは,状 況 的 に タンパ ク
質産物 が神経 芽細胞腫 の発生,分 化 形 質 の維 持 あ るい は増 殖 に何 らか の役割 を果 た して い る こ
とを示 唆 してい る。今 回の実 験でNagai株 由来 のcDNAの 塩 基配 列 は単球 性 白血病 株THP-1
よ り得 られ た もの とほ ぼ同一 で,コ ー ドする タ ンパ ク質 に も変異 が な いこ とが判 明 した 。二 つ
の癌細 胞株 で 共通 な変 異 があ る可能性 も残 され てい るが,お そ ら くこの二 つ の細 胞 株 で決定 さ
れ たcDNA配 列 は正常 ヒ1ト巫proto-oncogenecDNA配列 に相 当 す る と考 えられ る。従 って
この神 経芽細 胞 で は 越proto-oncogene発現 の量 的 な変化 が問題 とな る 。現在 越proto-
oncogeneのpromoter領域 の解析 を行 い転 写制御 の メ カニズ ムを検 討 中で あ る。
墨proto-oncogenemRNA}ま,ヒト細胞株,ラ ッ ト組織 にお いて,量 比 は異 な る もの の共 通
に4本 のバ ン ドとして検 出 さ れる 。今 回,5種 類 のmRNAに よ り2種 類 の タ ンパ ク質 が コー ド
されて い る こ とが示唆 され た 。 この2種 類 の タ ンパ ク質 のC末 端 の構 造 の違 いが どの よ うな生
物 的意 味 を もつ かは現 在の ところ不明 で ある 。A王ternativepolyadenylation/splicingがど
の ような機構 で制御 されて い るのか も興 味 あ る ところで あ る。
最近 座proto-oncogeneの遺伝子 座 位 がchromosomelOq11.2であ る こ とが染 色体 のin
situhybridizationによ り見 い だ され た1。7)。この座 位 は,多 発 性 内 分 泌腫 症 タイ プ2A
(t,IEN2A)の座位 の近 傍 にあ る 。今 回得 たcDNAク ロー ンのO.6kbSalI-BamHI断片 は,
TaqI消化 した ヒ トDNA中 でRFLP(restrictionfragmentlengthpolymorphism)を検 出 す
る ことが明 らかにな っ た。 このcDNA断片 は,chromosome10の面appingあるいはMEN2Aと
のlinkageanalysisのマ ー カー と して有用 で あ る と考 えられ る。
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第7章 総括及び考察
NIH3T3細胞 を用 い たtransfectionassayで検 出 され た4ク ロー ンのtransformantにお
いて,そ れぞ れc-Ki-ras,c-raf-1,retproto-oncogeneが活性 化 して い る ことが判 明 した 。
以下 に要約 す る 。
1.環 境 変異原 物質1,8rdinitropyreneで誘発 され た線維 肉腫 ではc-Ki一蝿 が活 性化 して
い た。 この ラッ トc--Ki-rasの部 分構造 を解 明 した。c-Ki-rasはcodon12にお け る
GGT(glycine)→TGT(cyste三ne)の点 突然 変 異 によ り活 性 化 して い た 。
2.2人 の大 腸 がん患 者 の癌 組織DNAに よ り誘発 され たtransformantでは,c-raf-1,ret
proto-oncogeneが活性化 されて いた 。別 の患 者 の非 癌組 織 のDNAに よ るtransformant
で もc-raf-1が活 性化 して いた 。 しか し,こ の 活性 型(activatedc-raf,ret一皿)は,
患 者DNA中 にば検 出 され ず,お そ ら くtransfectionの過程 で 生 じた と考 えられ る 。
3,2つ の活性 化c-raf-1では,intron7にお け るgenerearrangementによ り5'側 の領
域 がc-raf-1以外 の,そ れ ぞれ異 な る配列 に置 き換わ ってい た。 この融合 遺伝 子 よ り,
融 合 皿RNAが転写 されて い るこ とが1つ のtransformantにお いて確認 され た 。 コー ドさ
れ るタ ンパ ク質で は未知 の配 列 がc-raf-1産物 のC末 端 側領 域(kinasedomainを含 む)
と融合 して い た 。
4.ret-∬で は,retproto-oncogeneの5'側の領 域がgenerearrangementによ り他 の配
列 に置 き換 わ って いた 。融合mRNAに コー ドされ る タンパ ク質 で は,未 知 の配 列 に,ret
proto-oncogeneタンパ ク質 のkinasedomainを含 むC末 端領 域 が融合 してい た。
retproto-oncogeneにつ い てはそ の生理 機能 を推 定す る ため ラッ ト各組 織 でのmRNA発 現
を調べ た 。また,神 経 芽細 胞腫株Nagaiで 発現 され てい る4種 のmRNAの 構造 を解析 した。
以下 に要約 す る 。
1.越proto-oncogenemRNAの発現 は正常 組織で は比較 的低 い が,受 精後9-11日目の受胎
産 物 にお いて20-50倍上 昇 して い た。
2.retproto-oncogenemRNAは各組 織 にお いて共通 に約7.0,6、0,4.5,3.9kbの4本の
バ ン ドと して検出 された 。
3.ヒ ト神経 芽細 胞腫 株Nagalよ りcDNAク ローニ ングを行 いmRNAの 構 造 を解析 した 。4
本 のバ ン ドは少 な くとも5種 のmRNAか ら成 り,そ れ らの違 いは3'側 にお け るalter-
nativesplicing,alternativepolyadenylationによ り生 ず る と考 え られ た。
4.Nagai由来 のcDNAに コー ドされ て いる2種 類 の タンパ ク質 の うち1114アミノ酸 か ら成
る もの は3'領 域 でalternativesplicingをうけ たmRNAに コー ドされてい た 。この配
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列 はTHP-1細胞 由来 のcDNAに コー ドされ て いる もの と全 く同一 だっ た 。3'末 端 で
alter胆tivesplicingをうけな いcDNAは1072ア ミノ酸 の配 列 を コー ドす る。両者 の配
列 は それ ぞれC末 端 の9ア ミノ酸,51ア ミノ酸 で異 な って いた 。
5.活 性化型 にお いて欠失 してい る領 域 はextracellulardomain,transmembranedomainに
相 当す る と考 え られ た 。
本研 究で は,c-Ki-ras,c-raf,retproto-oncogeneの活 性化 の機構 を遺 伝子 レベルで解 析
した。 いずれ の場合 もコー ドす るタ ンパ ク質 が質 的に 変化 して い るこ とが判 明 した。raf及 び
retはproteinkinasefamiLyに属 す るが,こ れ らの活性 化 には タ ンパ ク質産 物 の,酵 素 活
性 を制 御 して い る と推 定 され るdomainの欠 失 が重 要 であ る こ とが示 唆 され た。 これ を証 明 す
るため には,更 に タ ンパ ク レベルで の解析 に よ りキナ ーゼ活 性及 び基質 特異 性 を検 討す る必 要
が ある 。細 胞 のtransf。rmationをひ きお こす カス ケー ドにお いて,3種 の活性 化遺 伝子 が ど
の段階 で 関与 して い るか,役 割 に共通 性 はあ るか とい うこ とも問題 とな る 。 この点 を解 明す る
ため,こ れ らtransformantに各種 の酵 素阻 害剤 を加 える こ とに よるphenotypeの変 化 の検
討 を行 って い る1。帥 。
また,proto-oncogeneの正常 機能 は何 か,正 常機 能 か らの逸脱 が どの よ うに癌 化 に関与 し
て い るか とい う点 は大 変興味 深 い問題 で ある 。retproto-oncogeneのタンパ ク質 産物 が構 造
か ら予想 され るよ うに細 胞表 面でreceptorとして機 能 して い るのか,receptorだとす れば
何 が1igandであ るのか とい うことを解 明す るため に,更 に解析 を進 めたい 。
?
{
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,第8章 実験材料及び方法
第1節 試 薬,実 験 材 料
1.試 薬:汎 用 す る 試 薬 に つ い て,suppiierを()内 に 示 す 。
薩
制 限 酵 素 及 びDNA修 飾 酵 素(東 洋 紡,宝 酒 造,NewEnglandBiolabs,Bethesda・Research
Laboratories,BoehringerMannheim),逆転 写 酵 素(BoehringerMannhaim),ProteinaseK
(Merck),RNaseH(Promega),RNaseA(Sigma)
Buffer
Trizmabase,HOPS,PIPES,HEPES(Sigma)
電 気 泳 動 用 試 薬
agarose,BIS(Bio-・RadLaboratories),SeaPlaqueAgarose(FMCBioProducts),TEMED,
acrylamide(和光 純 薬),urea(Schwarz/MannBiotech)
Hybridization用試 薬
formamide(Merck),dextransulfate,Ficoiltype400(Pharmacia),BSA:fractionV,
polyvinylpyrrolidone(Sigma)
ア イ ソ トー プ
[α一32P]dCTP:～3000Ci/mmol,[α一32P]dATP:～800Ci/皿moL,[α一35S]dATPαS:>1000C正/
mmol(Amersham),[γ一32P]dATP:7000Ci/mmol(ICN)
大 腸 菌 培 養 用 試 薬
yeastextract,Bacto-Trypton,Bacto-Agar(Difco)
細 胞 培 養 用 試 薬
Dulbecco"smodifiedEagle'smedium:DMEM,RPMI1640(日水 製 薬),calfserum(Gibco)
そ の 他
guanidinethiocyanate(FulkaBioChemika),cesiumchroride(BoehringerMannheim),ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー(Schleicher&Schuel1),XAR-5film(KODAK)
2.プ ロ ー ブDNA
BLUR8(Amersham),HiHi3,HiHi38037):providedbyDr.N.Tsuchida,v・一二並XB53}:
providedbyDr.U.R.Rapp,retcDNA78》=providedbyDr.M.Takahashi,pRβAc3'ut
(ratβ一actingene)91)=providedbyDr.S.Sakiyama
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3.ベ ク タ ー
pSP64,pGEM-・2(Promega),BluescriptpKS-M13+,λgt10(Stratagene),M13mp18/19(東洋
紡),EMBL4A及 び 宿 主 菌ED865438):providedbyDr.H.Lehrach,pCV108及び 宿 主 菌ED
876763)=providedbyDr.Y,-F.Lau
4.細 胞
NIH3T3=providedbyDr.M.Wigler,Nagaig9):providedbyDr.T.Suzuki
SK-N-SHg2):providedbyDr.M.Akiyama
5.動 物
F344ラッ ト(CharlesR正verJapan),妊娠F344ラ ッ ト(静 岡実 験 動物)
第2節 一 般 的 操 作
操 作 は,基 本 的 に はMolecularCloning:。9)記載 の プ ロ トコ ー ル に 従 っ て 行 っ た 。
1.汎 用 す る 溶 液
TE:10mMTris・C【(pH7.5),1mMEDTA(pH8.0)
20xSSC;3MNaC1,0.3Msodiumcitrate
20×SSPE:3MNaCl,0.2MNaH2PO4,20mMEDTA(adjustedtopH7,4)
10×TBE:0.9HTris・Base,0,9Mboricacid,20mMEDTA(pH8.0)
10×Goldberg:0.4MMOPS(pH7.2),50mMsodiumacetate,5皿MEDTA
50XDenhart'ssolution:1%FicoI1,1%polyvinylpyrrolidone,1%BSA
6×Type皿dye:0.25%bromophenolblue,0.25%xylenecyanoEFF,30%gtyceroL
2.DNA,RNAの定量
DNAは通 常TEに 溶解 し,RNAは 水 溶液 と した。260nmの吸 光度 を測定 す る ことに よって
定量 した 。(10D:50μg/mlDNA,40μg/mlRNA)
3.DNA,RNAの消 化,修 飾,フ ェノール抽 出,エ タ ノール沈殿
酵 素 に よ る消化,修 飾はsupplierの指示 に従 って行 った。酵素 反応 後 のDNAはpheno1:
chloroform抽出 に よ り除 タ ンパ ク しエ タノ ール沈殿 によ り回 収 した 。一般 にphenolは8-
hydroxyquinolineを終濃 度O.1%に な るよ うに加 え,Tris・CI溶液 で 中和 した ものを用 い た。
Phenol:chloroform溶液 は,phenoI:chloroform:正soamylalcohol(25:24:1,v/v)の混液 で あ
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る 。ま た以後chloroformと記 した場 合chloroform:isoamylalcohol(24=1,v/v)混液 の こ
とをさす 。
エ タ ノール沈殿 は終 濃度O.3Mに な る よ うにsodiumacetate(pH5.2>溶液 を加 え,2.5
倍 量 のエ タノール を加 える こ とによ り行 った。-80℃ で10分 間冷却 したあ と,微 量遠 心機 で
15000×g,10分間遠心 す る こ とに よ りDNA,RNAのpelletを回収 し,70%エ タノ ール に よ
り洗浄 した 。プ ローブ の作 製 な どの場 合 は,フ リーのnucleotideの沈殿 を減 らす ために,
sodiumacetateの代 わ りに終 濃度2Mのammoniumacetateを用 い た 。ま たDNA濃 度 が非 常
に低 い場合 は超 遠心 に よ り沈殿 を回収 した。
4.高 分子DNAの 抽 出
Southernblot解析,DNAtransfectionassay,λフ ァー ジのlibraryの作 製 に使用 す る
DNAは以下 の 方法で 抽 出 した 。
液体 窒素 中 でWaringBlendorによ り破砕 した組織,あ るいはtrypsin処理 によ り分 離 し
た培養 細胞 を,proteinaseK4mgを含 む50mMEDTA,0.1MNaCl溶液18m1に 懸濁 し,
更 に10%SDS溶液2mlを 加 えて37℃ で終 夜 消化 した。Pheno1抽出,chloroform抽出 を 各
2回 行 っ た後,水 層 に2.5倍 量 の エ タノ ール を加 え,沈 殿 したDNAを ガ ラス棒 で巻 きとっ た 。
このDNAを0.1mMEDTA溶 液 とし,更 に10ml・lTris・Cl(pH7.4),0.lMNaClに調製 して
RNaseA(100μg/mD,次いでproteinaseK(100-200μg/m1)で消化 した。Pheno1抽出,
chloroform抽出 を各2回 行 い,ク リー ンベ ンチ 内で エタ ノール沈殿 を行 い,巻 き とったDNA
を70%,100%エタノ ールで順 次洗 った後,0.1州EDTAに 無菌 的 に溶 解 した 。
コス ミ ドlibraryを作 製す るためのDNAは,エ タ ノール沈殿 で は な く透 析 に よ り精 製 した 。
5.プ ラス ミ ドDNAの 調 製
AlkaLinelysismethodi。9)によ り大腸 菌 の終 夜培 養液 か ら調製 した 。大 量 に調製 す る場合
は,200-1000mlの培養 液 か ら得 たcrudeDNApelletを8mlのTEに 溶 解 し,cesium
chloride,8.4g及びethidiumbromide,8mgを加 え,debrisを除 いた後,VTi65.2ロー
タ ー(Beckmann)によ り65000rpmで3.5時間遠 心 し,UV照 射下 でclosedcircularDNAの
バ ン ドを抜 き とった 。Butano1抽出後,エ タノ ール沈 殿 に よ り精製 した 。
6.フ ァージDNAの 精製
少量 を調 製 す る場 合 にはplatelysateあるいは少 量 の培養 液 よ りPEG沈 殿 によ りフ ァー
ジを調 製 した109)。大 量 に調 製 す る場 合 にはcesiumchloride溶液 のstepgradientによ り
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精製 した 。 また簡 便法 と して フ ァージ の懸 濁 液 に,容 量 の0.75倍のcesiumchlorideを加 え
てVTi65.2ロータ ーで,50000r叩,5時間 遠心 しフ ァージ粒子 の分 画 を得 る方 法 も用 いた 。
この懸濁 液 にO.1倍 量 の1MPIPES(pH6.8),0.04倍量 の0.5MEDTA,同 量 のformamide
を加 えて1-2時 間incubateし,2倍量 の エ タノ ール を加 えて フ ァー ジDNAを 沈殿 させ た。
7.Southernblot解析
DNAを制 限酵 素で消 化 し,phenoI:chloroform抽出,エ タ ノ ール沈 殿 に よ り精製 し,20μ1
のTEに 溶解 した 。 これ に4μ1のtype皿dyeを 加 えて,0.5×TBEbuffer中で アガ ロ ー
スゲル 電気 泳動 を行 った。
泳動終 了 後 のゲル はethidiumbromide(0.5μg/ml)によ り染 色 し,UVイ ル ミネ ーター に
よ りバ ン ドを観 察 した後,0.5MNaOH,0.8MNaCl溶液 でdenatureし,1MTris・C1(pH
7.4),1.5MNaC1溶液で 中和 した。20×SSCを用 い たcapillaryblottingを終 夜行 い,ゲ
ル内 のDNAを ニ トロセル ロ ース フ ィル タ ーに移 した 。ニ トロセ ル ロース フ ィル ターは真 空 ポ
ンプ に よ る減圧 下,80℃ で乾 燥 してDNAを 固 定 した 。
Hybridizationは特 に記す 場合 を除 いて50%fomamide,O.65MNaCl,0.1MPIPES(pH
6.8),5mMEDTA,0.1%SDS,5×Denhart's溶液,100μg/ml変 性 サ ケ精 子DNA中 にて42
℃で行 った 。プ ロ ーブを含 まな い溶 液 中で約4時 間prehybridizationを行 った後,プ ロー ブ
及 びdextransulfate(終濃 度10%)を 加 えた溶液 中で約16時 間hybrldizationを行 った 。
Aluを検 出 す る場合 にはNaClの 濃 度 を0.8Mに 変 えた。 フ ィル ター は2×SSC,0.1%SDS,
0.2%sodiumpyrophosphate中,通常50℃ で洗浄 した 。オー トラジオ グ ラフ ィーは 一80℃で
行 った 。
第2章 のKi-ras19merのhybridizationは以下 の方 法で行 った 。5×SSPE,O.3%SDS,10
μ&/mlサケ精 子DNA溶 液 中で50℃,16時 間 プ ローブ と反応 させ た後,2xSSPE,0.1%SDS溶
液 中で室 温 にて30分 間,2回 洗浄 し,さ ら に5×SSPE,0.1%SDS溶液 中 で60℃ にて20分間,
2回 洗浄 した 。
8.RNAの 抽 出
第3章 ～ 第5章 の実 験で はguanidinium/cesiumchloride法1。9》によ り,ま た第6章 の実
験 ではacidguanidiniumth正ocyanate-phenol-chloroform法111)によ り組 織 あ るい は培 養細
胞 よ りRNAを 抽 出 した 。poEy(A)+RNAは01igo-(dT)cellulose(CollaborativeResearch)
を用 いて常 法 に よ り精製 した109)。
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9.Northernblot解析 ユ。91112)
RNAをエタ ノール沈殿 し,乾 燥 後50%formamide,1xGoldbergbuffer,16%formatdehyde
に溶解 し65℃,15分 間処理 した。冷却 後10×type皿dye4μ1を 加 え直 ちに泳動 した 。電
気泳動 は,1×Goldbergbuffer,6%formaldehydeを含 む アガ ロース ゲル及 び泳 動buffer中
で行 っ た 。
泳動 後,ゲ ル を0.25Mammoniumacetateで5分間 中和 し,そ の後Southernblotの場 合
と同様 にRNAを ニ トロセ ルロ ース フ ィル ターにblotし,hybridizationをお こな った 。染 色
が必要 な場合 に はゲル を水洗 後ethidiumbromideで染色 し,更 に水 洗 した後 にUVに よ り観
察 した 。
10.01igonucleotideの合 成
DNAsynthesizer(AppliedBiosystems)によ り 合 成 し た 。
11.DNAの 標 識
DNaseI,DNApolymeraseIを用 い たnicktranslationによ りDNA断片 に[α 一32P]dCTP
を取 りこませ た 。約109dpm/μg以上 の比活 性 が得 られた 。
01igonucLeotideをブ ローブ とす る場 合 にはpolynucEeotidekinase,[γ一32P]dATPによ
り5'末 端 を標 識 した。
12.プ ラ ス ミ ドに よ る 大 腸 菌 のtransformation
Competentcellの作 製 及 びtransformationは,calciu皿chlorideprocedurei。9)ある い
は 文 献113)のprotocol3に 従 っ て 行 っ た 。
13.フ ァージお よび コス ミ ドDNAのpackaging,及び大腸 菌へ の感 染
市販 の キ ッ トを用 い プ ロ トコール に従 って行 っ た。第2章 の実 験 にはPackagenesystem
(Promega),第3章以 降の実験 にはGigapack(Stratagene)を用 い た 。
第3節Genomiclibrary及びcDNAlibraryの作 製
1.部 分 フ ァージLibraryの作 製(第2章)
一 次transformant,1,8--DNP2-2のDNAをBamHIで完全 消 化 した もの を10-40%sucrose
gradientの上 部 に重 層 し,SW27.1ロー タ ー(Beckmann)を用 い26000rpm,24時問遠心 した。
各分画 の一部 を アガロー ス ゲルで泳 動 した後,Southernblot解析 を行 い,HiHi380によ り最
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も強 い シグナル を示す2つ の分画 よ りDNAを 精 製 した。そ れぞ れのinsertDNAをEMBL3A
(BamHI,EcoRIで二重 消化 し,1inker部分 を除 い たもの)とT41igaseによ り連結 した後,
invitropackagingを行 った 。この フ ァー ジをED8654に感 染 させ て得 られ たプ ラー クを,
HiHi380をプ ロー ブ と して ス ク リーニ ング した 。
2.コ ス ミ ド1ibraryの作製(第3章)
一 次transformant7N-1より抽 出 した高分 子DNAをMboIに よ り部分 消 化 した 。 これ を
5-25%のsucrosegradientの上部 に重層 し,SW27.1ロー タ ー・を用 い19000r叩,18時間遠
心 した 。35-45kb断片 を含む 分画 か らエ タ ノール沈 殿 に よ りDNAを 回収 した。 このDNAと,
BamHIで消化 後calfintestinalalkalinephosphatase処理 によ り5'末 端の リ ン酸基 を除
いたpCV108のDNAと をLigateした後tinvitropackagingを行 った。生成 され たフ ァー
ジを大腸 菌ED8767に感 染 させ,ampicilin耐性 を獲 得 したcolonyの中 か らcolonyhybri-
dizationによ りv-rafXB,BLUR8と反応 す る クロー ンをス クリー ニ ング した。
第4章 の実 験 で も同様 に作 製 した。
3.cDNAlibraryの作 製(第6章)
Poly(A)+RNAより文献114)の方法 に従 って二重鎖cDNAを 作成 し,T4polymeraseによ り
断 片 を平 滑 化 した後,一 方 にEcoRIsiteの断 端 をもつadaptor(Pharmacia)と連結 した。
これ をBio-GelA-50mカラム(Bio-Rad)で分画 し,cDNA合成 の際 に トレーサ ー として加 え
た[α 一32P]dCTP由来 の カ ウ ン トが最 も多 い画 分 か らcDNAを 精 製 した 。これ を λgt10の
EcoRIsiteに連 結 した後,packagingを行 い,大 腸 菌C600に 感 染 させ た。
第4章 の実 験 では,cDNAを合 成後,EcoRIリ ンカ ーを使 用 して ク ロー ニ ングを行 ったt14・
115)。第5章 の実 験で は,cDNA合成 キ ッ ト(Amersham)によ りcDNAの 合 成 を行 った 。
第4節 塩基配 列 の解析
塩基 配 列 の解 析 は,dideoxy116)法によ り行 った 。第2章,第3章,第4章 の実験 ではM13
mp18/19117)にクローニ ング した後,1本 鎖DNAをtemplateと してM13sequencekit
(A皿ersha皿)を用 いプ ロ トコー ル に従 って反応 を行 った。 アイ ソ トー プは通 常[α 一32P]dCTP
(800Ci/m皿ol)を使用 した。第6章 の実 験で ば プ ラス ミ ドの二 重鎖DNAを アル カ リ変性 した
もの をtemplateとして118),Sequenase(USB)のキ ッ トを用 いて反 応 を行 った 。 この 場合 は
[α一35SユdATPαSを主 に使用 した 。必 要 に応 じて プラ イマー の結合 す る配 列 と解析 したい配 列
の間に,Exonuclease皿,及びExonucleaseVII(あるい はMungbeannuclease)を用い て
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deletionを導 入 した 。18mer程度 の合成01igonucleotideもprimerとして用 いた 。泳 動 は
通 常6%の 変 性 ポ リア ク リル ア ミドゲル の中 で1×TBEをbufferと して行 った 。
得 られ た塩 基配 列 のデー タ処 理は東 京 大学 医科学 研究所 のVAX/VMSシス テム を利用 して行
っ た。HomologysearchはIDEASi19)のプ ロ グラム に よ り,GENBANK,NRBFのデー タバ ン クに
対 して行 った 。
第5節 細胞 培養 及 びDNAtransfection
各細 胞 の培 養条 件 を以下 に記 す 。
NIH3T3:DMEM+10%calfserum(CS)
SK-N-SH:DMEM÷10%fetalca!fserum(FCS)+non-essentialaminoacids(GIBCO>
Nagai:RPMI1640+10%FCS
リン酸 カル シウム法 に よるDNAのNIH3T3細 胞 へ のtransfectionは,Wiglerらの方 法 に
準 じて行 った。細胞DNAは,1枚 の シ ャー レ(約5×105celD当 た り30μgをtransfect
した。 コス ミ ド,プ ラス ミ ドをtransfectする場合 はサ ケ精 子DNAを キ ャ リア と して用 い た 。
Transfectionの1日後 に1枚 の シャー レを3枚 に分 け,5%CSを 含 むDMEHで 培 養 を続 け,2
～3週 間後 にfociの 数 を測 定 した 。
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